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A B R E V I A T U R A S
AMP - Adenosina-5* - monofosfato 
ATP - Adenosina-5'- trifosfato 
AMP-2* - Adenosina-2* - monofosfato 
AMP-3* - Adenosina-3*- monofosfato
6C1PRP - 9-8-D-Ribofuranosil-6-cloro-purina 5* fosfato 
N-l-metil A M P
2*dAMP - 2 *-deoxiderivado de AMP 
2*dIMP - 2’-deoxiderivado de IMP 
DTNB - Acido 5,5-ditiobis-nitrobenzoico 
EDTA - Acido etilendiamino-tetraacético 
Nginetil A M P
G1P - a-l-fosfato de glucosa 
G6P - Glucosa-6-fosfato 
IMP - Inosina-5*-monofosfato
NADP+ - Dinucleôtido de nicotinamida-adenina 2'-fosfato
PÎ - Fosfato inorgânico
PPO - 2,5-difeniloxazol
POPOP - 2,2*-p-fenilen-bis (5-feniloxazol)
Tris - Tris (hidroximetil) aminometano
TNP - NADP*
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I N T R O D U C C I O N
Para entender el control metabôlico de un modo 
complète es preciso conocer los factores que regulan el 
flujo neto de enzimas y metabolitos a través de una ruta 
metabélica particular.
No obstante, cuando se habla de regulaciôn en- 
zimâtica se entiende por tal la regulaciôn de la activi­
dad de ciertas enzimas clave siguiendo diferentes méca­
nismes (1-3). La identificaciôn de las mismas se convier- 
te, pues, en un problems prioritario a resolver, antes de 
aventurer hipôtesis sobre el control de una ruta metabô- 
lica.
A partir de la obtenciôn "in vitro" de curvas 
de saturaciôn por el sustrato o de activaciôn o inhibiciôn 
por diferentes metabolitos suele atribuirse a ciertas en­
zimas un carâcter regulador. Sin embargo esta menera de 
procéder es imprudente por dos razones:
a] El limitado nümero de efectores potenciales 
utilizados en los experimentos "in vitro" respecto al 
présente en la célula.
b) Frecuentemente, la concentréeiôn de efector 
a la que se observa "in vitro" el efecto regulador difie- 
re de la encontrada "in vivo".
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Por otra parte, suele considerarse que las enzi­
mas que catalizan reacciones en las que las concentracio- 
nes de sus sustratos y productos "in vivo" no sean las de 
equilibrio (enzimas denominadas de no-equilibrio) son re- 
guladoras. Sin embargo, en ciertas condiciones, procesos 
que se hallan prôximos a su posiciôn de equilibrio también 
pueden ser regulados. Esta objeciôn limita, pues, la vali­
dez de la generalizaciôn anterior.
El problema se centra asi en la determinaciôn de 
todos los factores que "in vivo" afectan a la actividad de 
un sistema enzimdtico, para poder concluir su operatividad 
regulatoria "in vivo".
Una de las denominadas "enzimas reguladoras" co- 
mûnmente conocida es la fosforilasa b de glucôgeno 
(B.C.2.4.1.1.)
Aunque extensamente estudiada (4-6) la fosforila­
sa b de müsculo de esqueleto de conejo, présenta aûn muchos 
problemas por resolver. Asi, no se conoce el mecanismo cata- 
lîtico ni el papel exacto que en él desempefia el AMP, acti- 
vador alôstérico de esta enzima (7).
Por otra parte, esta enzima es muy adecuada para 
un estudio prof undo de los fenômenos alostéricos ya que pré­
senta interacciônes homotrôpicas y heterotrôpicas (5) y ade- 
màs es asequible en relativamente grandes cantidades, lo cual 
permite llevar a cabo estudios qulmico-flsicos inabordables 
actualmente para la mayorla de las proteinas.
3El estudio de la relaciôn entre estructura y fun- 
ciôn catalitica présenta gran interés al haberse demostra- 
do (8-11) que su comportamiento no puede ser descrito exac- 
tamente en têrminos del modelo concertado (12) ni del mode- 
lo secuencial (13-15).
El reciente descubrimiento de la existencia de 
dos clases de sitios de diferente afinidad hacia AMP (16-18) 
plantea la cuestiôn de la significaciôn de cada una de es­
tas clases de sitios, problema que, como se verâ a lo lar­
go del anâlisis y discusiôn de los resultados expuestos en 
este trabajo, résulta hallarse muy relacionado con el esta- 
do de agregaciôn enzimôtico (dîmero o tetràmero) mâs activo 
catalîticamente (1,2).
Este trabajo se ha desarrollado en torno a un eje 
central: el estudio de la acciôn de AMP sobre la fosforila­
sa b.
Dada la complejidad del problema abordado se ha 
considerado preciso recurrir al estudio del mismo utilizan- 
do diversas técnicas quimico-fisicas. Los resultados que se 
obtienen por las diferentes técnicas no coinciden exactamen- 
te y a veces es imposible correlacionarlos cuantitativamen- 
te, lo cual ha hecho que estas discrepancies hayan sido cui- 
dadosamente analizadas. La principal razôn de ser de estas 
discrepancies estriba en las diferentes condiciones expéri­
mentales, en las diferentes técnicas, de la disoluciôn de 
enzima (presencia o ausencia de ciertos efectores y concen-
4traciôn de enzima, fundamentalmente) que afectan enormemen- 
te las constantes y propiedades quîmico-fîsicas del sistema 
ligando-fosforilasa b, como las constantes de uniôn, de cam- 
bio transconformacional, entalpîas de interacciôn,etc.
En complet© paralelismo con los hechos mencionados, 
una de las mâs importantes premises de este estudio, plena- 
mente confirmada por los resultados obtenidos, es la consi- 
deraciôn del sistema enzimâtico, no como un ente aislado en 
disoluciôn, sino como parte intégrante e integrada de la mis­
ma. La sistematizaciôn de las propiedades del sistema ''diso­
luciôn de enzima" en un tampôn, se convierte en la primordial 
tarea quîmico-fîsica para comprender su comportamiento.
CAPITULO I
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C A P I T U L O  I 
ORGANIZACION "IN VIVO" DE LA GLUCOGENOLISIS
A) El sistema de cascada de la fosforilasa
La fosforilasa b cataliza la reacciôn 
glucog. (n) + fosf. gliic-1-fosf. + glucog.(n-l)
El equilibrio esté favorecido en el sentido de la 
sîntesis del polisacârido (4/1). Sin embargo, el bajo nivel 
de glucosa-1-fosfato por acciôn de la fosfoglucomutasa (la 
relaciôn de concentraciones de equilibrio de glucosa-6-fos­
fato a glucosa-1-fosfato es 17/1) y la alta concentraciôn 
de fosfato determinan que la reacciôn catalizada por la fos­
forilasa "in vivo" transcurra en el sentido de degradaciôn 
del glucôgeno, siendo la glucôgeno sintetasa, en estas con­
diciones, la encargada de realizar la sîntesis (19).
Normalmente, en el mûsculo en repose, la fosfori­
lasa se supone en su forma b. Su transformaciôn en fosforila 
sa a implica la fosforilaciôn de la fosforilasa b por la fos 
forilasa b quinasa utilizando ATP como donador de fosfato. 
Puesto que la enzima que cataliza la fosforilaciôn de la fos 
forilasa b es la quinasa (quinasa-quinasa) que se activa por 
AMP cîclico, el sistema se halla sujeto al control hormonal
a través de la adrenalina y de la adenil ciclasa. Otras posi- 
bilidades de control de este sistema enzimâtico son factibles 
porque ambas, fosforilasa b quinasa y fosforilasa b son de* 
pendientes del iôn Ca*^(6), que a su vez es un importante 
elemento de control en la utilizaciôn de glucôgeno durante 
la contracciôn muscular, ya que relaciona la actividad gluco- 
genolîtica con el sistema nervioso (Fig.l) (20).
B) Interconversiôn entre fosforilasa b y fosforilasa a
En el müsculo de esqueleto la conversiôn de la 
fosforilasa b en ^  parece ser la responsable de la inicia- 
ciôn de la degradaciôn del glucôgeno (21) habiéndose demos- 
trado recientemente que es la enzima limitante in vivo, en 
E. Colî (22).
En el müsculo en reposo se convierte la glucosa 
en glucôgeno y puesto que la concentraciôn de ATP es alta, 
y la de AMP baja, la fosforolisis del glucôgeno es minima 
(21). La contracciôn muscular, al utilizar ATP, y producir 
AMP, invierte estas relaciones. La glucosa-6-fosfato dispo­
nible interviene en el proceso glicolltico, que finalmente 
lleva a la sîntesis de ATP, y se verifica una demanda de 
producciôn, a partir del glucôgeno, de glucosa-6-fosfato 
adicional para esta funeiôn. El incremento de la concentra­
ciôn de AMP, la disminuciôn de la concentraciôn de ATP, y la 
disminuciôn de la concentraciôn de glucosa-6-fosfato, permi- 
ten actuar a la fosforilasa b. Simultâneamente, la epinefri- 
na induce a la formaciôn de AMP cîclico, que activa a la fos­
forilasa b quinasa elevando los niveles de fosforilasa a y po-
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tenciando, por consiguiente, la fosforolisis del glucôgeno 
(21). La glucogenolisis se ve, ademSs, favorecida por la
inactivaciôn^e la sintetasapparalela^ frente a la activaciôn 
de la fosforilasa. Muy recientemente ha sido demostrado que 
la interrelaciôn entre la actividad de la glucôgeno sinteta­
sa y de la fosforilasa es aûn mayor en hîgado de conejo, don 
de una misma fosfatasa defosforila ”in vivo*', a la fosfori­
lasa a y a la glucôgeno sintetasa fosforilada (23).
Por otra parte, es interesante constater aqui que 
algunos de los sitios especîficos hacia AMP en la fosforila­
sa actûan de dos maneras en el control de la actividad enzi- 
mâtica: directamente, en la modulaciôn de la actividad de la 
fosforilasa b e indirectamente, en la regulaciôn de la modi- 
ficaciôn covalente de la enzima (24,25).
C) Actividad de la fosforilasa b "in vivo"
La activaciôn de la fosforilasa b *'in vivo", por 
AMP se ha puesto de manifiesto en los siguientes casos:
1 - Funcionamiento del müsculo de corazôn de rata en condi­
ciones anaerobias (26-36).
2 - En la contracciôn muscular de una variedad de rata ("I 
strain mice**) (37) con déficiente actividad de fosforilasa 
b quinasa.
El müsculo en reposo contiene numerosos efectores 
de la fosforilasa b : los inhibidores ADP, ATP, glucosa-6- 
fosfato y UDEPG y el activador AMP, predominando el efecto 
inhibidor de los très primeros (38). El ejercicio muscular
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altera sensiblemente los niveles de los metabolitos cita- 
dos, siendo la glucosa-6-fosfato el principal inhibidor de 
la fosforilasa "in vivo".
En el müsculo activo, si la fosforilasa permane- 
ciera en su forma b se producirîa un incremento en su acti 
vidad por acciôn del AMP, debido a un incremento relative 
de la concentraciôn de AMP respecto de los otros nucleôti­
dos de adenina (39). Sin embargo, recientes câlculos indi- 
can que sôlo un (10-14%) de la fosforilasa total présente 
en el müsculo se activa por esta via (6).
CAPITULO II
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C A P I T U L O  II
CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FOSFORILASA B DE MÜSCULO DE 
ESQUELETO DE CONEJO.
El aislamiento y cristalizaciôn de la fosforilasa 
b de müsculo de esqueleto de conejo se debe a Corî y col. 
(40). Posteriormente se han descrito modificaciones del mis­
mo (41,42).
A) Su estructura
A-j^) Propiedades f îsicas. Equilibrios de asociaciôn- 
disociaciôn.
Hoy se acepta para la fosforilasa b un peso molecu 
lar de (1.8 - 1.9) x 10^ daltons (5) que corresponde a un es 
tado dimêrico.
En condiciones disociantes, el peso molecular ob- 
tenido es de (9.25 - 9.80) x IC^ daltons, que se toma como 
el peso de cada monômero (43).
El dîmero es la forma de la fosforilasa b fisiolô- 
gicamente mâs abundante y, aparentemente, la mâs activa (5, 
43).
Por microscopîa electrônica se ha podido concluir 
que el dîmero consta de dos unidades elipsoidales unidas y 
que el tetràmero de ambas fosforilasas se halla formado por
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la asociaciôn simétrica de dos dîmeros poseyendo una forma 
rômbica (5). Valentine y Chignell (44) sugirieron que los 
monômeros no son idênticos en su acciôn estructural, asig- 
nândoles sitios de uniôn responsables de unir las subunida- 
des en el dîmero y sitios implicados en el equilibrio dime - 
ro-tetrâmero o de interacciôn interdîmeros.
El fâcil desplazamiento de la forma tetrâmera a 
dîmera indica una interacciôn de los sitios 3-8* muy débil 
mientras que la obtenciôn de monômero implica condiciones 
altamente disociantes y por consiguiente una fuerte interac­
ciôn ( a-a* ) .
Los resultados obtenidos a 3A®de resoluciôn para 
la estructura cristalina de la fosforilasa a y b, y los ob­
tenidos con 6 A®para la fosforilasa en presencia de ligan­
do s (45-49) concuerdan con las conclusiones obtenidas a par­
tir de resultados de RMN y RSE (6).
Estudios de dispersiôn ôptica rotatoria y dicrois- 
mo circular indican que ambas formas de la fosforilasa, a 
y b, presentan un contenido muy similar de c: - hélice, no 
alterândose apreciablemente ( <5% del total) la cantidad de 
estructura ordenada (5).
Los entornos de los cromôforos aromâticos son si- 
milares, aunque no idênticos, en ambas formas (50) puesto 
que a 280 nm. el coeficiente de extinciôn de la fosforilasa 
a es aproximadamente un 1% mayor que el de la fosforilasa b.
No obstante, entre ambas formas de la fosforilasa.
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existen diferencias conformacionales importantes que pueden 
resumirse en:
- Alteraciôn de la estructura terciaria de la proteîna para 
permitir la actividad catalitica en ausencia de AMP.
- Estabilizaciôn del estado tetràmero.
- Disminuciôn en la solubilidad y estabilidad a la desnatu- 
ralizaciôn por frîo (5).
La fosforilasa b se encuentra en equilibrio entre 
especies diméricas y tetramêricas. Su activador alostérico, 
AMP, desplaza el equilibrio hacia el tetràmero, que se ve 
favorecido por Mg++, F“, poliaminas, fosfato y glucosa-1- 
fosfato (51).
En determinadas condiciones es posible formar es­
pecies monômeras de la fosforilasa b. Asî un tratamiento 
prolongado con reactivos especîficos de grupos -SH, como 
DTNB o p-mercuribenzoato; reducciôn del enlace enzima piri- 
doxal-5*fosfato; resoluciôn de la enzima (formaciôn de la 
apoenzima) y tratamiento con ATP disocian la enzima. La 
especie monomérica es catalîticamente activa, exhibiendo 
una actividad de un 30% respecto de la enzima dimérica 
(5,52).
A2) Estructura primaria y modificaciones quîmicas.
El monômero de fosforilasa b de müsculo de es­
queleto de conejo consta aproximadamente de 800 aminoâci-
»
dos, oscilando alrededor de este nûmero en las distintas 
fosforilasas estudiadas (5).
-1 2 -
Solo el aiTiinoâcido C-terminal de la fcoforilasa 
de rata es conocido (Ile). El grupo N-terminai de la fosfo­
rilasa de müsculo de conejo se ha identîficado muy recien­
temente , debido a que se halla acetilado (53). Por otra 
parte todavîa no se conoce la estructura primaria compléta 
de la fosforilasa b, no obstante para la de müsculo de es­
queleto de conejo se conocen fragmentes aislados (5,53,54)„
Por digestion tripsica controlada se obtienen dos 
derivados de la fosforilasa b actives catalîticamente, b^ 
y b^t (55)o La modificaciôn qulmica de la fosforilasa b con 
NaBH^ y aXdehidos alifâticos (56) permite obtener derivados 
de la fosforilasa con mayor resistencia contra la inactiva- 
ciôn por calor y fric.
Las modificaciones quîmicas de la enzima por al- 
quilaciôn rediictora con aldehidos alifaticos (5,57) , por 
tratamiento con nerôxido de hidrogeno (53) o por digestiôn 
tripsica (55) alteran las propiedades alostêricas de la ac­
tivaciôn de la enzima por AflP.
Ccmpuestos aromâticos se fijan (59) e inhiben 
(60) a la fosforilasa b , alterando las caracteristicas de 
coopérâtividad homotrôpica de la union de AMP y glucosa-1- 
fosfato a la enzima.
Estudios cinéticos en funciôn del pH han permiti- 
do concluir que un grupo con pila aproximadamente igual a 
6.2 es importante para la uniôn de los sustratos y para la 
catâlisis (61). Este grupo podria ser el grupo fosfato de
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la coenzima, un grupo histidina o bien un grupo carboxilo 
en un entorno hidrofôbico. Recientes resultados parecen 
confirmât esta Ultima hipôtesis (62).
Atendiendo a la distinta reactividad con agentes 
tiôlicos, los grupos cisteina de la fosforilasa b (63,64) 
se dividen en très clases: dos de ellos (por monômero) se 
hallan expuestos en la superficie y su alquilaciôn produce 
un efecto despreciable en la activ idad y estructura cuater 
naria de la enzima. Otros dos grupos -SH (lentos) por mo­
nômero se valoran por reacciôn con DTNB en el range de los 
rainutos (65) y su reacciôn con iodoacetamina produce una 
parcial inactivaciôn y monomerizaciôn de la enzima. Final­
mente hay una tercera clase de grupos -SH que sôlo reac- 
cionan con iodoacetamida cuando la fosforilasa b estâ 
desnaturalizada. El nûmero total de -SH por monômero es 
9, (66).
Los derivados de la fosforilasa b obtenidos por 
tratamiento con DTNB y FDNB exhiben una marcada reducciôn 
en las interacciônes intersitios, homotrôpicas y heterotrô­
picas (58,67) que se atribuyen a la modificaciôn de algûn 
resîduo cisteina o Usina.
El grupo Ê -amino de una lisina proporciona un 
fuerte punto de uniôn de la coenzima a la fosforilasa b 
(5). Por otra parte, en dos artîculos recientemente publi- 
cados se muestra la importancia de las tirosinas (68) y 
triptôfanos (69) en la uniôn del activador alostérico.
- 14-
ÀMP, a la fosforilasa
B) Catâlisis
Puesto que la molécula de glucôgeno es a la vez 
réactive y producto, la constante de equilibrio de la reac­
ciôn estâ determinada por la relaciôn de ortofosfato a glu­
cosa-1- fosfato . Dado que esta es un âcido mâs fuerte que el 
ortofosfato, el valor de la relaciôn entre ambos sera fun­
ciôn del pH. A pH = 6.8 la constante de equilibrio tiene 
un valor prôximo a la unidad, lo cual concuerda con la fâ­
cil reversibilidad de la reacciôn (21).
La fosforilasa ataca a la molécula de glucôgeno 
desde el extreme no reducido de cada cadena, liberando res­
tes de glucosa en forma de glucosa-1-fosfato hasta que que- 
dan unos cuatro restos de glucosa en cada rama antes del 
punto de bifurcaciôn, momento en que la actividad cesa (21)
Cualquier hipôtesis concerniente al mecanismo de 
la reacciôn catalizada por la fosforilasa debe explicar los 
très hechos expérimentales siguientes: (a) no hay intercam- 
bio isotôpico entre glucosa-1-fosfato y fosfato inorgânico 
marcado en presencia de enzima (70); la a-configuraciôn 
de la glucosa se conserva en la reacciôn de fosforolisis, 
si bien la sustituciôn ocurre en el âtomo de carbono asi- 
métrico (71); (c) el efecto secundario isotôpico es apro­
ximadamente despreciable (72).
Se han propuesto dos mécanismes posibles para la
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reacclôn, Koshland (73) propuso un mecaii?.ismo de doble 
desplazaiTiierito en ei C-1 de la glucosa, para la sîntesis 
de glucôgeno. Supone la formacion de un compuesto interme- 
dio de la enzima con el residue de glucosa,, durante ei 
primer paso del prcceso y la transferencia posterior de 
la glucosa desde la fosforilasa al extreme de la cadena 
de glucôgeno. Durante el prcceso tiene lugar dos veces la 
inversiôn de Walden en el nismc âtomo de carbono y, en con 
secuencia, se conserva la configuraciôn inicial de la gdu. 
cosa. Este mécanisme se adapta bien a los requerimientos 
anteriores, si se considéra que el complejc intermedîo en­
zima- glucosa no puede formarse en ausencia del segundo 
sustrato, glucôgeno (72). Estudios cinéticos prueban que 
un intermedio ternario, al que se llega por mécanisme 
"random”, es el paso limitante de la velocidad de reac- 
ciôn (74).
El otro mecanismo propuesto por Kcsower (7Sj, 
sugiere que el paso limitante de la velocidad de reacciôn 
consiste en la ruptura del enlace C(l) - 0, con la for- 
maciôn de un par iônico interne (un cation glucopiraTicsil 
carbonio y un aniôn enzima). Esta hipôtesis no es consis- 
tente con la ausencia de un efecto secundario isotôpico 
marcado, pero explica la inhibiciôn de la fosforilasa por 
1,5-gluconolactona (76) ya que este compuesto puede ser 
anâlogo de un posible estado intermedio con formaciôn de 
catiôn carbonio.
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Por otra parte la enzima es altamente especîfica 
hacia el azûcar, ya que sôlo la wLD-glucosa reactions en la 
transferencia de un residue glicosîdico, pudiendo ser sus- 
tituido el fosfato por arsenato en la degradaciôn pero no 
en la sîntesis de glucôgeno (5). El polisacârido sustrato 
inicial de la fosforilasa se llama "primer" (en el sentido 
de sîntesis de glucôgeno), dependiendo la capacidad para 
ser primer de un polisacârido de la procedencia de la en­
zima.
Ambas formas de la fosforilasa de todas las es- 
pecies estudiadas precisan para su actividad de la vitami- 
na Bg o piridoxal-5*-fosfato, que es su coenzima. Sin em­
bargo su papel exacto no es aûn perfectamente conocido, 
aunque sî su uniôn a la enzima (77-81). Se postulan très 
hipôtesis para su modo de acciôn: a) Se halla involucrado 
directamente en el proceso catalîtico; b) puede servir pa­
ra proporcionar una cierta flexibilidad conformacional a 
la enzima, précisa para la reacciôn con el polisacârido 
y c) se trata de una combinaciôn de ambas hipôtesis (5).
La resoluciôn de la fosforilasa b, proceso por 
el que se obtiene la apoenzima, produce graves alteracio- 
nes en la estructura secundaria de la proteîna (82) y la 
disociaciôn de la enzima en sus subunidades (83). La apo­
enzima no présenta actividad catalîtica apreciable y es 
menos estable que la holoenzima.
Resultados recientes (84) han demostrado que el
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sustrato (glucosa-l-fos£ato) y AMP causan un cambio conforma 
cional que cierra el entorno hidrofôbico en el que se halla 
la coenzima, por el contrario los inhibidores lo abren. Por
tanto, el anillo de piridoxal-5*-fosfato no ha de partici-
\
par directamente en el mecanismo catalîtico aunque el grupo 
fosfato que sale del entorno hidrofôbico sî es accesible y 
permite explicar la transferencia de energîa entre êste y 
otros sitios de la fosforilasa (78).
CAPITULO III
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C A P I T U L O  I I I
E X P E R I M E N T A L
A) Materiales
Tamp6n gly-gly : El tamp6n utilizado a lo largo de todo el 
estudio ha sido el siguiente: glicilglicina (5 x IO’^m) , 
CIK (5 X 10-2m) y EDTA (10'%) pH » 6.9.
La glicilglicina fue suministrada por las casas 
J.T.Baker y SIGMA.
Tamp6n Tris-acetato . Se prépara disolviendo la cantidad 
necesaria de tris en agua destilada y ajustando posterior- 
mente el pH a 7 con âcido acético. El tris utilizado fue 
de la casa SIGMA (Trizma base).
Disoluciones. Las disoluciones de DTNB se preparan en tam- 
pôn gly-gly. La disoluciôn se lleva a pH = 6.9 con Tris 
(0.5M).
Se denomina medio de dosaje al medio de reacciôn 
que se utiliza para las medidas de actividad enzimâtica. Su 
composiciôn es la siguiente:
Glucôgeno. Concentraciôn final de 2,5 x 10‘^M en restes de 
glucosa, excepte en aquellos casos en que expresamente se
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indique lo contrario.
Fosfato monopotâsico en la concentraciôn final que en cada 
caso se seRale (Merck).
Acetato de magnesio, 10*2m final (Merck)
NADP+, concentraciôn de 0,5 mg/ml, en todos los ensayos ci- 
nêticos realizados (SIGMA).
Tampôn gly-gly en la cantidad précisa para completar el volu 
men final deseado.
Liquide de centelleo (Bray) . Su composiciôn es la siguien­
te:
Naftaleno ................  60 g.
PPO   4 g.
POPOP ....................  0,2 g.
Metanol (absolute) ....... 100 ml.
Etilen-glicol  ........  20 ml.
p-Dioxano ................  hasta un litre
Los productos utilizados fueron de la mâxima pure- 
za recomendados para centelleo liquide (Merck).
Los diferentes nucleôtidos fueron suministrados 
indistintamente por Terra-Marine Bioresearch, PL-Biochemi- 
cals, Merck, Serva y Sigma. Su pureza se comprobô por cro- 
matografia en capa fina en PEI celulosa. Para su utiliza- 
ciôn sus disoluciones se prepararon siempre en tampôn gly- 
gly a pH = 6.9.
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B) Métodos
1 - Preparaciôn de la enzima.
El mêtodo seguido para la obtenciôn de esta en­
zima es el de Krebs y col. (42), con pequefias variantes 
(85).
Para su uso diario la enzima cristalizada très 
veces se redisuelve en tampôn gly-gly y se pasa por una co 
lumna de Sephadex G-25, equilibrada en el mismo tampôn, 
tratândose a continuaciôn las fracciones de enzima eluida 
con carbôn active para eliminar completamente el AMP.
Si la relaciôn de absorbancias a 260 nm (A250) 
y 280 nm (A^gg) de la enzima estaba entre 0.52 - 0.53, la 
enzima se halla en perfectas condiciones de pureza (43).
La concentraciôn de enzima se determinaba midien 
do la absorbancia a 280 nm utilizando un coeficiente de ex 
tinciôn:
280 D.O.
A = 1.32 ---------------------------- a pH =6.9 y 28®C.
1 cm. cm. paso ôptico x (mg/ml)
2. Estudios cinéticos de velocidad inicial
En el présente trabajo se ha utilizado la reac­
ciôn en el sentido de degradaciôn del glucôgeno segûn el 
procedimiento descrito por Helmrich y Cori (86) basado en 
el acoplamiento de très reacciones enzimâticas
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glucôgeno (n) + Pi fosfomasa_ b glucôgeno (n-1)
G-i-p GIP mutasa , G6P
G6P + NADP+ NADPH + Acido 6 fosfoglu-
 ^ cônico.
El ûltimo equilibrio en el que se halla implicada 
la G-6-P deshidrogenasa, se desplaza fuertemente hacia la 
derecha colocando una elevada concentraciôn de NADP**" en el 
medio de reacciôn, siguiôndose ésta por la variaciôn de ab­
sorbancia a 340 nm. caracterîstica del NADPH.
En el caso de inhibidores de la actividad enzimâ­
tica se toma como nivel 100% el valor de la actividad resi­
dual de la fosforilasa b. Para los activadores los porcen- 
tajes de activaciôn se han reducido a la activaciôn produ-
cida por AMP 10“%  (activaciôn mâxima de AMP a 25®C 130 DO/m.
X mg. Los valores de ^ 1/2 inhibiciôn o activaciôn son las 
concentraciones de efector necesarias para que la inhibiciôn 
o activaciôn sea la mitad de la mâxima inducida por cada 
efector.
3. Estudios cinéticos de valoraciôn de los grupos cisteîna 
"lentos" de la fosforilasa b con DTNB.
La manera en que los diferentes nucleôtidos afec- 
tan a la reactividad de las cisteînas con DTNB ha sido el
objetivo preferente de este estudio.
La reacciôn entre DTNB y la fosforilasa b se basa
en la fijaciôn de este disulfuro a los grupos sulfhidrilos
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formando un disulfuro mixto y liberando un aniôn coloreado, 
el 4-nitro-5-carboxitiofenolato (TNB) ;
R - SH + DTNB R-S-S-TNB + TNB
La cinética de apariciôn de este aniôn se puede 
seguir espectrofotométricamente (87), a 430 nm, debido a la 
absorciôn del TNB. El incremento de absorbancia correspon - 
diente a la valoraciôn compléta de un -SH de la fosforila­
sa b a una concentraciôn de 1 mg/ml a 430 nm y pH ■ 7,0 se 
ha estimado en 0,136 D.O.
Las primeras medidas cinéticas de valoraciôn de 
los -SH lentos de esta enzima por DTNB fueron efectuadas 
por Kleppe y Damjanovich (65) y posteriormente por Bue y 
col. (66, 88)
En concordancia con los resultados obtenidos por 
Bue y col. (88) se observô una variaciôn de las constantes 
de V elocidad de valoraciôn de los grupos -SH lentos en 
funciôn del tiempo de incubaciôn del efector con la enzima. 
Estas constantes se estabilizan para tiempos de incubaciôn 
superiores a los 8 min. Por esta razôn se ha incubado siem­
pre 10 min. el efector con la enzima antes de aftadir el 
reactivo DTNB.
Puesto que las dos"cisteînas lentas*’ reaccionan 
con DTNB, independientemente una de la otra, siguiendo ci­
néticas de primer orden, pueden obtenerse las constantes de 
velocidad de reacciôn (Kj y K2), (110).
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4. Diâlisis en el equilibrio
Se ha seguido el mêtodo descrito por Colowick y 
Womack (89) y Ridlington (90) . Estudiândose el desplaza- 
miento de AMP-C^^ por AMP frîo o por los otros nucleôti­
dos utilizados. Los experimentos se realizaron a (25,0 
* 0,2)®C. Pudo observarse que la enzima durante la prime­
ra semana despuês de su obtenciôn* era resistente al trata- 
miento y conservaba completamente su actividad. La concen­
traciôn de producto radiactivo utilizada oscilô entre 10“® 
y 10"? M. De este modo, êste se halla présente en trazas, 
es decir, a una concentraciôn despreciable ante la concen­
traciôn de efector frîo y respecto a su . La concentra­
ciôn de enzima se mantuvo entre (5-10) x 10"% (monômero) 
del mismo orden que la utilizada en los experimentos mi- 
crocalorimêtricos y de ultracentrifugaciôn analitica. Se 
barriô la concentraciôn de efector frîo en el rango com- 
prendido entre 10 "5 y 10’%.
Una vez alcanzado el equilibrio se pipetea una 
cantidad fija de cada compartimente de las diferentes cê- 
lulas, que se introduce en los viales junto a 8 ml. de 
liquide de centelleo '*Bray*'. El aparato utilizado fue un 
nuclear Chicago, el tiempo de contaje fue de 10 min. por 
vial, obteniêndose un nûmero de cuentas entre 30.000 y 
70.000, segûn la radiactividad del efector marcado utili­
zado.
Los productos radiactivos utilizados fueron su­
ministrados por Amersham.
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5 -- Microcalorimetrîa
Los microcalorîmetros utilizados en este estudio: 
LKB *'batch" y LKB de flujo, son de conducciôn tërmica y se ba 
San en el principle de los calorimètres gemelos (91,92). La 
principal diferencia entre elles estriba en la forma de mez- 
clar las sustancias reaccionantes. El primero de estes micro­
calorîmetros es particularmente apte para el estudio de reac­
ciones lentas, en tanto que el segundo es mâs apropiado para 
reacciones râpidas.
La têcnica experimental, si bien es similar en am- 
bos casos, difiere segûn el tipo de microcalorîmetro.
A) Microcalorîmetro de "batch** . Se ha reproducido esquemâti- 
camente en la fig. 2. Consta de dos recipientes de reacciôn 
gemelos (denominados cêlulas de reacciôn), cuatro termopilas, 
un bloque de aluminio rodeado de una capa de plâstico aislan- 
te e inmerso en un bafto de aire termostatizado, un amplifica- 
dor y un registre grâfico con integrador incorporado (91).
El aparato descrito es un microcalorîmetro diferencial de con 
ducciôn y la reacciôn tiene lugar en una sola de las células 
gemelas (fig.3). El calor de reacciôn se transmite al bloque 
de aluminio a travës de las termopilas, por efecto Seebeck, 
se produce una diferencia de potencial que se amplifica y se 
registre en funciôn del tiempo. El ârea de la curva voltaje- 
tiempo es proporcional al calor de reacciôn (fig.4).
CELULA DE REACCION'
TERMOPILAS
. DEPOSITO CALOIIIFICO
AISLAMIENTO TERMICO
CAMARA DE AIRE
AMPLIFICADOR
REGISTRO E INTEGRADOR
Fig. 2. - Esquema del calorimetro LKB batch
Fig. 3. - Célula calorimétrica
V
Fig. 4. - Registre grâfico, potencial-tiempo, calorimetro batch
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Las células de reacciôn, fabricadas en oro, tie- 
nen forma rectangular, con unas dimensiones aproxlmadas de 
4 x 3 x 1  cm. (fig.3). Se hallan divididas en dos comparti- 
mentos A y B, en donde se introducen las sustancias reaccio 
nantes, las cuales se comunican por la parte superior (C y 
D).
El aparato se calibra eléctricamente suministran- 
do al calorîmetro una cantidad medida de energîa eléctrica 
mediante un circuito de calibrado eléctrico que lleva in­
corporado el aparato y que consta de una fuente de volta- 
je constante, un reloj electrônico - con una precisiôn de 
--0.01 sg., una resistencia patrôn de 100 n , una resis- 
tencia de calefacciôn de 50 0 y un potenciômetro. Puede 
calibrarse tambiên mediante una reacciôn standard, usual- 
mente de neutralizaciôn âcido-base (ClH-NaOH). La constan­
te de calibrado, e , es el factor de proporcionalidad 
entre el calor suministrado eléctricamente o el producido 
en la reacciôn de calibrado,Q, y el ârea, a , de la cur­
va voltaje-tiempo del registre grâfico e = . En
la fig.4 se muestra una curva tîpica potencial-tiempo pa­
ra una reacciôn instantânea o muy râpida.
La sensibilidad del aparato permite medir calores 
del orden de 0,9 milicalorias con un error mâximo del 0,8%, 
siendo la precisiôn de un 0,3% para calores del orden de 
0,01 calorias. Este microcalorîmetro fue el utilizado para
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todos los experimentos realizados a 25®C descritos en este 
trabajo.
En los experimentos realizados en este estudio 
se introdujeron las sustancias reaccionantes en una de las 
células de reacciôn y utilizando la otra célula de reacciôn 
se compensô automâticamente el calor de diluciôn del o de 
los agentes interaccionantes con la enzima (fosfato, nucleô­
tidos y glucôgeno). El calor de diluciôn de la enzima desde 
4 a 2,67 mg/ml, desde 4,5 a 3,0 mg/ml y desde 1,5 a 1,0 mg/ml 
fue evaluado en experimentos independientes. En los casos ci- 
tados el calor de diluciôn oscilô entre 0,1 y 0,2 milicalo­
rias, valor despreciable frente a los calores de interacciôn 
medidos de la enzima con los nucleôtidos y/o sustratos.
Una vez introducidos los reactantes en las célu­
las de reacciôn se ha de esperar, para realizar la reacciôn, 
hasta alcanzar el equilibrio térmico en el interior del blo­
que del calorîmetro. Dada la alta sensibilidad a que se tra- 
bajô en este estudio, el tiempo de estabilizaciôn del apara­
to para cada medida fue del orden de una hora e incluso su­
perior. Por esta razôn se comprobô la estabilidad de la en­
zima en estas condiciones. Se incubaron con este fin mues- 
tras de enzima a 25®C, hasta très horas en el aparato, 
muestras a las que se midiô su actividad catalîtica des- 
pués de tal incubaciôn. Durante la primera semana después 
de obtenida, la enzima es estable a este tratamiento y los 
valores entâlpicos son reproducibles, por esta causa todos
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los experimentos microcalorimétricos comunicados aquî se 
han realizado en este période de tiempo.
B) Microcalorîmetro de flujo. En este aparato las sustancias 
reaccionantes entran en el calorîmetro por dos conductos in­
dependientes, A y B, impulsadas por dos bombas peristâlti- 
cas, mezclândose en la célula de reacciôn, de forma laberîn- 
tica y saliendo finalmente al exterior (fig.54) (92,93). 
Manteniendo la velocidad de bombeo fija se produce un flu­
jo de calor constante con el transcurso de la reacciôn quî- 
mica, que provoca una diferencia de potencial que se ampli­
fica y registre grâficamente (vêase la fig.6). La altura 
del salto registrado es proporcional al calor producido por 
unidad de tiempo. El aparato se calibra de igual modo que 
el microcalorîmetro de batch y se détermina la constante de 
proporcionalidad, 6 , en (unidad de calor) x cm-1 x sg.-l
(92).
En experimentos independientes se han de determi- 
nar los calores de diluciôn de las distintas sustancias 
reaccionantes con los que se corrige el calor total del pro­
ceso y se obtiene el calor de la interacciôn efector-enzima. 
El calor de diluciôn de la enzima (5,2 a 2,6 mg/ml) se en- 
contrô despreciable frente a las demâs contribuciones calo- 
rîficas del sistema en todos los casos y dentro del error 
experimental de medida.
CAKMtA OE AIRE 
TERMOSTATiCA
UNIDAD CAIORIMETRICA
iBAf(9
1__
REGISTRO
r e s is t e n c ia  d e  
Ca l i b r a d o s
UNIDAD PE CONTROL
Fig. 5. - Es'quema del calorîmetro' de flujo
V
tiempo
Fig. 6. - Registro grâfico, potencial-tiempo, calorîmetro de flujo
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Con este aparato se han realizado en este traba­
jo los experimentos descritos a temperaturas diferentes a 
25°C.
6. Ultracentrifugaciôn analitica
Las medidas de ultracentrifugaciôn analitica 
se realizaron con fines auxiliares, con objeto de observar 
las posibles implicaciones de alteraciones en el equilibrio 
dimero-tetrâmero de la fosforilasa b, en el proceso de uniôn 
de los efectores estudiados a la enzima.
La ultracentrlfuga utilizada fue una Beckman 
Spinco Model E, con dispositive ôptico de Schlieren. Los ex­
perimentos se realizaron a 60.000 pm. con una duraciôn me­
dia de unos 40 min. y realizândose fotograflas cada dos mi­
nutes .
La determinaciôn del coeficiente de sedimentaciôn 
y el tanto por ciento de la forma dimero o tetrâmero, pré­
sente en cada caso, nos han permitido completar los resul­
tados calorimêtricos.
Se utilizaron como coeficientes de sedimentaciôn 
bibliogrâficos de la fosforilasa b a 25®C 8,4 S y 12.8 S pa­
ra las formas dimérica y tetramérica, respectivamente (5).
CAPITULO IV
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C A P I T U L O  I V
Introducciôn
a) Conocimiento actual acerca de la acciôn de ligandos sobre 
la fosforilasa b
La reacciôn catalizada por la fosforilasa b trans- 
curre a travës del complejo ternario de la enzima con los dos 
sustratos, fosfato y glucôgeno, cuya formaciôn se ve favoreci 
da por la previa uniôn de AMP a la enzima (74).
Los primeros estudios cinéticos realizados con es­
ta enzima (94) pareclan indicar que su comportamiento era des 
cribible segûn el modèle concertado, aunqjue otros autores in- 
tentaron adecuar el comportamiento de la fosforilasa b al mo­
dèle secuencial (95, 96). Sin embargo existen discrepancias 
entre el comportamiento cinêtico predicho por los modelos ci- 
tados y el experimental.
Bresler y Firsov (97) intentaron reconciliar las 
discrepancias entre las propiedades cinéticas de la fosforila 
sa b y un modelo de transiciôn concertada entre dos estados, 
introduciendo suposiciones adicionales al modelo alostérico 
que pueden resumirse del siguiente modo:
a) La activaciôn por AMP es de tipo K-V, es decir afecta a 
la catâlisis enzimâtica y a la uniôn del sustrato.
b) La uniôn de AMP no es exclusive uniéndose en una extensiôn 
significative a ambos estados conformacionales.
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Por otra parte, la activaciôn de la fosforilasa 
b por IMP (7) es de tipo V, es decir, afecta la velocidad 
mâxima de la reacciôn sin alterar la afinidad de la enzi­
ma hacia el sustrato. Las diferencias de esta activaciôn 
con respecto a la de AMP permitieron sugerir a Black y 
Wang (7) que la transiciôn alostêrica inducida por AMP cons 
taba de dos fases: una primera, de elevaciôn de la afinidad 
de la enzima hacia el sustrato y una segunda, de elevaciôn 
de la eficiencia catalîtica de la enzima. Segûn estas hi­
pôtesis IMP actuaria a nivel de la segunda fase, de acuer- 
do con las diferencias sehaladas previamente, exigiendo, 
por otra parte, la existencia de una conformaciôn enzimâ­
tica adicional estabilizada por IMP, activa pero con baja 
afinidad hacia glucosa-l-fosfato.
Madsen y col. (98) proponen el siguiente esquema 
conformacional para la enzima:
AMPR T ATP,G6P j 
 ^  ^ ^
Pi Pi Pi
ô Ô ô
GIP GIP GIP
AMP ATP,G6P
donde el estado enzimâtico T es el que prédomina en ausen 
cia de ligandos. Sôlo al estado R se le atribuye una ele­
vada actividad catalîtica poseyendo los estados R* y S
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una actividad catalîtica baja, en tanto que los demâs no 
serîan catalîticamente actives.
Estudios de salto de temperatura realizados por 
Bue y col. (99) permitieron concluir que el menor nûmero de 
estados conformacionales compatibles con los resultados ex­
périmentales conocidos, ya sea con enzima sola o con el - 
complejo AMP-enzima es;
""2 ""3 ^d
E g  E j  1/2 Q  . . . . . . . . . . . . . . . . ( I V - 1 )
donde E^, E^  y E^ son estados conformacionales diméricos,
Q la forma tetrâmera de la fosforilasa b y Tj y -- 
los tiempos de relajaciôn entre los distintos esta­
dos conformacionales. Dichos estados se ven estabilizados 
en funciôn de los diferentes ligandos y de la temperatura. 
(19). En la tabla I se resume esta situaciôn.
Seguûn Bue y col. (18) las interacciones homotrô 
picas entre los dos sitios de AMP a 4®C se establecen en - 
el estado conformacional E^ que puede formar el tetrâmero 
a baja temperatura. Las marcadas diferencias de IMP res­
pecto de AMP a 4®C (no agrega a la fosforilasa b, no pro­
tege un ûnico resîduo -SH sino dos contra el ataque por 
DTNB y desplaza sôlo una molécula de glucosa-6-fosfato por 
dîmero - en tanto que AMP desplaza dos moléculas por dîme- 
ro -) indican claramente que este nucleôtido (IMP) ha de
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conducir a diferente estado conformacional que AMP a baja 
temperatura.
Segûn esta hipôtesis en el estado conformacional 
Ej, dos grupos -SH lentos son protegidos por el activador, 
en tanto que en la conformaciôn enzimâtica Ej, capaz de te- 
tramerizar, sôlo uno.
La transiciôn de E]_ sigue el modelo concertado y 
a 4®C tiene lugar por adiciôn de AMP solo o de glucosa-6- 
fosfato en presencia de IMP. Estes investigadores (18,101), 
proponen que es este estado o una subpoblaciôn del mismo 
el que posee la mâxima actividad catalîtica.
No obstante, queda aûn por conocer cual es la
causa déterminante de las transiciones conformacionales de- 
tectadas y las leyes que las rigen.
Estudios microcalorimétricos a 25°C y 18*C reali­
zados por Wang y col. (16,17) han permitido obtener las 
siguientes conclusiones:
a) La uniôn de AMP a la enzima présenta dos regiones cla­
ramente diferenciadas, produciendo a 18*su asociaciôn par- 
cial a tetrâmero, no observândose este efecto a 25®C.
b) IMP sôlo présenta un tipo de sitios de uniôn a la fosfo­
rilasa b a 25®C no observândose tampoco asociaciôn de la
enzima en estas condiciones.
c) La uniôn de AMP a los sitios de mayor afinidad provoca
la asociaciôn de la fosforilasa b en tetrâmeros.
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La demostraciôn directa de la existencia de dos 
clases de sitio se ha realizado por estudios de diâlisis a 
4®C (18) siendo la relaciôn entre las respectivas constan­
tes de disociaciôn del segundo y primer sitio aproximadar 
mente: 10.
Bue y col. (18) aportaron una serie de datos ciné 
ticos y de diâlisis que les permitieron establecer las si­
guientes propiedades de los sitios de uniôn de AMP:
1) La saturaciôn por AMP del sitio de uniôn de menor afini­
dad por monômero se halla relacionada con una fuerte activa 
ciôn, una alta cooperatividad en la uniôn de distintos efec 
tores y sustratôs, la protecciôn de un -SH lento por subuni 
dad, el desplazamiento eficaz de la glucosa-6-fosfato unida 
a él y la elevaciôn de la capacidad de la fosforilasa b de 
agregarse en tetrâmeros.
2) Asignan estos investigadores la uniôn de los anâlogos ti­
po IMP al primer sitio de uniôn de AMP, cuya saturaciôn, en
consecuencia, caracterizan por un comportamiento cinético 
con pérdida del hâbito sigmoideo, la no elevaciôn de la ca­
pacidad de tetramerizaciôn de la fosforilasa b, la protec­
ciôn de dos -SH lentos por subunidad, un desplazamiento 
menos eficaz que el de AMP de la glucosa-6-fosfato y una 
menor activaciôn del proceso catalîtico.
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R E S U L T A D O S
1. Interacciôn AMP-fosforilasa b . Acciôn del fosfato sobre 
esta interacciôn.
La valoraciôn entâlpica de la fosforilasa b con 
AMP a 25®C présenta dos mesetas distintas y bien definidas 
(fig.7) lo que pone de manifiesto la existencia de dos cla­
ses de sitios de uniôn de AMP por monômero de enzima (16, 
17, 18).
La concentraciôn final de enzima en la célula mi- 
crocalorimétrica fue 2,67 mg/ml. Una representaciôn de Hill 
de los resultados de la regiôn AB de la fig. 7, proporciona 
un valor de n=2,5 que ratifica la alta cooperatividad homo- 
trôpica entre dos sitios de uniôn especîficos de AMP, ob- 
servada por otras técnicas (16,94,102).
A partir de la fig, 7 se obtienen valores de 
-(77*2) kJ (mol monômero)"* y -(284* 4) kJ (mol monômero)"* 
para A  H^ y A H 2, respectivamente. El cambio entâlpico 
observado para el proceso de saturaciôn del sitio de mayor 
afinidad hacia AMP (uno por monômero) - A H ^  - puede atri- 
buirse a la uniôn de las moléculas de AMP a la enzima y al 
cambio conformacional producido por este efector en la en­
zima. El elevado cambio entâlpico observado para la satura­
ciôn del sitio de menor afinidad hacia AMP en la enzima 
- A  H2“ no puede explicarse en términos de un proceso de
360
240
AH;
xO
^ •
5  120
D>
A Hi
" Curva de Vciloracion entalpica de la losforilasa b, 
2.67 mg/ml, por AMP, 25°C. Representacion de Hill de los 
datos de la region AB.
Vo
fc ■
•g
;g -25
E
■5
£ -50
2
Xo
I
'Pig.' 8.- Valoracion calorimétriccr’del complejo fosfato- fos- 
forilasa b por AMP, a 25°C. [Fosforilasa] = 2.66 mg/ml y 
Y 2 X 10“^M fosfato.
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uniôn y cambio conformacional ya que los valores de A  H de 
interacciôn de nucleôtidos con otras enzimas son del orden 
de 40 kJ mol'l (103, 104). En principle podrîa suponerse de- 
bido a la suma de dos procesos fundamentalmente : el cambio 
conformacional producido en la enzima por la uniôn de las mo- 
lêculas de AMP a esta clase de sitios y un proceso de asocia- 
ciôn enzimâtica.
Con el fin de estudiar esta posible asociaciôn en­
zimâtica se han realizado experimentos de ultracentrifugaciôn 
en las mismas condiciones que los calorimétricos, observândo- 
se que: en ausencia de AMP la enzima se halla en estado dîme- 
ro. En presencia de AMP 10"% la forma prédominante (90-95% 
del total) es también la dimérica (8,4 £ ), detectândose un 
pequeno porcentaje (5-10)% de tetrâmero (13.2 £) . Por el con­
trario, en presencia de AMP lO'^M la enzima se halla totalmen- 
te en su forma tetrâmera, migrando con un solo pico simétrico 
(13, 25).
Ho y Wang (17) realizaron un estudio similar de la 
interacciôn AMP-fosforilasa b a 25*C, en tampôn glicerofosfa- 
to 5 X 10"% (pH = 7.0), obteniendo unos valores para y
A H 2 (de saturaciôn) -55 y -25 kJ (mol monômero)"! respecti- 
vamente que difieren sensiblemente de los obtenidos en este 
trabajo.
Experimentos de ultracentrifugaciôn en las condicio­
nes descritas anteriormente (16) mostraron que a 10"% y lO'^M
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de AMp ûnicamente se obtenîa una parcial tetraraerizaciôn 
de la fosforilasa b, variable segûn la concentraciôn de 
efector correspondiendo mayor porcentaje de tetrâmero - 
para una concentraciôn de AMP de 10"^ M, a 18®C.
Las diferencias citadas entre los resultados 
expuestos en este estudio y los obtenidos por Wang y col. 
(16,17) podrîan explicarse en términos de los diferentes 
tampones utilizados, hipôtesis apoyada por resultados ob­
tenidos por diverses técnicas que muestran que el glicero- 
fosfato interacciona con la enzima (94,105,106).
Con objeto de analizar las diferencias entre 
nuestros resultados y los de Wang y col. (7), se ha estudia 
do la influencia del grupo fosfato en la interacciôn AMP- 
fosforilasa b . La figura 8 muestra la dependencia de la en- 
talpîa de interacciôn AMP-fosforilasa b con la concentra­
ciôn de nucleôtido en presencia de una concentraciôn satu­
rante de fosfato (2.10’ M^) fig. 10).
Se pueden senalar dos diferencias fondamentales 
entre las figuras 7 y 8:
a) La regiôn AB de la figura 7, correspondiente 
a la uniôn de AMP a sus sitios de mayor afinidad, se man- 
tiene en la fig. 8, aunque el cambio entâlpico asociado a 
tal interacciôn se hace endotêrmico.
b) En presencia de fosfato la regiôn CD de la 
figura 7 se ve casi completamente enmascarada.
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Para determiner si el equilibrio dimero te­
trâmero de la fosforilasa b , 2.67 mg/ml, se ve alterado 
por la presencia de fosfato (2 x 10"%) se realizaron ex­
perimentos de ultracentrifugaciôn a 25°C .
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
a) La enzima en presencia de fosfato 2 x lO'^M mi­
gra en un pico simétrico de 8,6 S que corresponde a un dî- 
mero.
b) En presencia de fosfato 2 x 10”%  y de AMP 10"% 
se obtienen dos picos de 8,4 S (20%) y 12,8 S (80%).
c) En presencia de fosfato (2 x 10"%) y AMP (10"%) 
estân présentes también el dîmero y el tetrâmero, pero en 
este caso el porcentaje de forma dimérica es mayor (40%) 
que el seftalado en el pârrafo anterior.
En la figura 9 se puede observar el fuerte efec- 
to que produce la variaciôn de la concentraciôn de fosfato 
sobre las entalpîas de la interacciôn AMP- fosforilasa b . 
La concentraciôn de AMP se mantuvo constante e igual a los 
valores de saturaciôn del primer (10"%) y segundo (10"^M) 
tipo de sitios de uniôn, estimados a partir de la fig. 7.
En ambos casos el cambio entâlpico observado demuestra que 
el proceso va haciéndose menos exotêrmico al incrementarse 
la concentraciôn de fosfato llegando incluso a ser endotér- 
mico a altas concentraciones de sustrato. Ambas curvas pre- 
sentan dos regiones, lo que podrîa indicar que el proceso 
global es la résultante de varios procesos distintos, uno
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de los cuales podrîa ser el equilibrio dimero tetrâmero de 
la enzima, como indican los resultados de ultracentrifuga­
ciôn.
Asimismo puede observarse que la diferencia en­
tre las entalpîas de las curvas de la figura 9 se estabi- 
liza en un valor de (20-25) kJ (mol monômero)"! a eleva- 
das concentraciones de fosfato (2 x lO'^M). Ho y Wang (17) 
encontraron la misma diferencia entre las dos mesetas de 
la curva de valoraciôn entâlpica de la fosforilasa b por 
AMP, en tampôn glicerofosfato. Por tanto, es posible con- 
cluir que las diferencias en la acciôn del AMP sobre la en 
zima en tampôn gly-gly y glicerofosfato se deben fundamen­
talmente a una fuerte interacciôn de este ûltimo compuesto 
con la enzima a travês, posiblemente, del grupo fosfato.
DISCUSION.-
Los resultados obtenidos pueden interpretarse en 
términos del esquema conformacional propuesto por Bue y 
col. (40),
Postulâmes que, cuando AMP se une a sus sitios 
de mayor afinidad en la enzima, el equilibrio se desplaza 
hacia el estado conformacional alostéricamente, como ré­
véla el hâbito sigmoideo de la regiôn AB de la fig.7. Pero 
cuando el AMP se une a los sitios de la enzima que exhiben 
una dêbil afinidad hacia esta molêcula, en ausencia de fos­
fato, el equilibrio se desplaza completamente desde el es-
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tado conformacional hasta el tetrâmero (Q), proceso que 
muestra también una elevada cooperatividad positiva.
Los resultados en glicerofosfato (16 y 17) y los 
obtenidos en el presente trabajo en gly-gly pueden ser expli 
cados si se considéra que, en el esquema conformacional an­
terior, el fosfato desplaza a la enzima hacia E^ o bien ha­
cia Eg. El fosfato facilitarîa la uniôn de AMP a los sitios 
de débil afinidad y la consecuente tetramerizaciôn de la mis 
ma. Como la cooperatividad positiva en la saturaciôn entâl­
pica de la segunda clase de sitios casi desaparece en tam­
pôn glicerofosfato (16, 17), el fosfato ha de conducir a la 
enzima al estado conformacional Eg, ya que es el equilibrio 
El Eg el que confiere caracterîsticas alostéricas, a la 
segunda regiôn de la curva de la fig. 7.
Un desglose cuantitativo de las diferentes aporta- 
ciones entâlpicas (ionizaciôn, transfer,etc.) a la entalpîa 
global medida de uniôn de AMP a la enzima, exige un conoci- 
miento de los grupos quîmicos implicados en los centres de 
uniôn de AMP, de los sustratos y de asociaciôn interdîmeros, 
del cual carecemos actualmente.
2. Acciôn del glucôgeno sobre la fosforilasa b. Su efecto 
sobre las interacciones fosfato-enzima y AMP-enzima.
Los estudios microcalorimétricos que se exponen 
a continuaciôn se han obtenido a concentraciôn de glucôge­
no saturante, 2.5^ 10“^M en restos de glucosa (69,74,97).
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La entalpîa de interacciôn entre la fosforilasa b 
(2,67 mg/ml) y el glucôgeno (2,5 x 10-3# en restos de gluco­
sa) es altamente positiva : +(113,0- 1,0) kJ (mol monômero)
- valor medio de très experimentos
El valor obtenido para la Km del complejo fosfori­
lasa b-glucôgeno a 25®C en tampôn gly-gly, es de 5,0.10“^M 
teniendo curva de activaciôn obtenida un hâbito hiperbô- 
lico. El cambio entrôpico es de - (101- 2) e.u. (mol monôme­
ro) para la disociaciôn del complejo glucôgeno-fosforilasa b .
La figura 10 muestra la valoraciôn entâlpica de la 
fosforilasa b por fosfato. Como puede apreciarse en ella, la 
representaciôn de inversos de los datos anteriores da una lî- 
nea recta, lo que indica la ausencia, al menos aparente, de 
fenômenos alostéricos en la interacciôn fosfato-fosforilasa b. 
Por el contrario, como puede apreciarse en la figura 11, és- 
tos son évidentes en la interacciôn del fosfato con el com­
plejo fosforilasa b - glucôgeno (2,5 x 10‘^M en restos de 
glucosa). Una representaciôn de Hill de los datos de la fi­
gura 11 da un valor de n =1.9 concordante con la alta inte­
racciôn homotrôpica entre dos sitios de uniôn de fosfato por 
dîmero detectada por estudios cinéticos (102). El glucôgeno, 
pues, conduce a un estado conformacional enzimâtico que per- 
mite la transmisiôn de efectos cooperatives entre los centres 
de uniôn del fosfato.
Por otra parte, a esta concentraciôn de glucôgeno 
la enzima debe estar casi completamente acomplejada con éste.
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Por tanto, la constante de disociaciôn aparente (K^), calcu- 
lada a partir de la figura 11, debe estar relacionada con las 
constantes intrînsecas de uniôn (K^ y K2) del fosfato al com­
plejo glucôgeno-fosforilasa b : valor
obtenido para , (6,6- 0,7) x 10’^M, da un valor medio de 
K = \ / . K2 igual a (6.3- 0,7) x 10‘^M del mismo orden que
el calculado a partir de resultados cinéticos. (74, 102).
Es precise sefialar que los altos valores de ental­
pîa de interacciôn fosfato-fosforilasa b , podrîan ser atri- 
buîdos a una interacciôn no especîfica entre el fosfato (dia- 
nôn a pH = 6,9) y los grupos positivamente cargados de la su­
perficie enzimâtica, ya que no se producen cambios aprecia- 
bles en el estado de agregaciôn de la fosforilasa b por ac­
ciôn del fosfato. Segûn esta hipôtesis, el glucôgeno al acom- 
plejarse con la enzima harîa accesibles al medio un mayor nû- 
mero de grupos ionizables, capaces de interaccionar con el 
fosfato.
Los valores expérimentales de las entalpîas de in­
teracciôn entre AMP y el complejo fosforilasa b - glucôgeno 
se han representado en funciôn de la concentraciôn de AMP 
en la figura 12, donde también se incluyen los datos expé­
rimentales de la interacciôn AMP-fosforilasa b dados en la 
fig. 7. Puede observarse que el glucôgeno afecta a la inte­
racciôn AMP-fosforilasa b de la siguiente manera:
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Fig. 11.- Valoracipn entâlpica del complejo fosforilasa- 
glucôgeno por P j a 25°C. 'Representaciôn de Hill de 
los datos.
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Fig. 12. - Valoraciôn entâlpica de la fosforilasa cdn A M P  (O) y 
del complejo fosforilasa b-glucôgeno con A M P  (•), a 25°C.
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a) La entalpîa de interacciôn AMP-fosforilasa b se reduce 
a un 50% aproximadamente en ambas mesetas en presencia de 
glucôgeno (fig.12). Para la primera meseta las entalpîas 
medidas son -(37- 2) kJ ($ol monômero)’  ^y -(77- 2) kJ 
(mol monômero)’  ^en presencia y ausencia de glucôgeno, res- 
pectivamente.
Para la segunda meseta las entalgîas medidas, en 
presencia y ausencia de glucôgeno, son - (ISO- 7) kJ (mol 
mo n ô m e r o ) y  -(284- 4) kJ (mol monômero)"^ respectivamen- 
te. Al intentar explicar estos datos expérimentales es pre­
cise considerar posibles cambios en el estado de agregaciôn 
de la fosforilasa b . Experimentos de ultracentrifugaciôn 
muestran que en esta segunda meseta la forma tetrâmera se 
halla présente a 2,67 mg/ml de enzima. En ausencia de glu­
côgeno sôlo existe tetrâmero en esta segunda meseta, pero 
en su presencia (2.5 x 10"^M en restos de glucosa) apare- 
cen dos picos. El primero de 14,o65 (60%) y el segundo de 
63,96 S. Este ûltimo pico es muy ancho y debe corresponder 
a la formaciôn de agregados: enzima-glucôgeno ya que éste 
posee un coeficiente de sedimentaciôn de 46 S. Cuando este 
experimento se realiza en idénticas condiciones, pero a 
una concentraciôn saturante de glucôgeno se observa ûnica­
mente la apariciôn de una banda ancha de agregados.
b) La afinidad de AMP hacia sus sitios de menor afinidad 
en la enzima se incrementa fuertemente por la acciôn del
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glucôgeno, en tanto que los sitios de mayor afinidad se 
ven afectados en menor extension. Diversos estudios indi- 
can que los sitios de débil afinidad estân directamente 
relacionados con la asociaciôn de la fosforilasa b (17).
En ausencia de glucôgeno esta segunda clase de sitios se 
satura entre 3.0 x 10’ y 6.0 x 10’%  de AMP, mientras que 
en presencia del polisacârido la saturaciôn tiene lugar en 
el rango de concentraciones de AMP comprendido entre (0.75 
- 2.00) X 10’%. Los niveles de AMP "in vivo" alcanzan un 
valor mâximo de 3 x 10"^M (5). Por otra parte, la catâli- 
sis heterogênea no ha sido excluida en la degradaciôn "in 
vivo" de este polisacârido. Ademâs, el citoplasma contiene 
granos sôlidos de glucôgeno. Por tanto, los resultados ob­
tenidos parecen indicar que la catâlisis de la degradaciôn 
del glucôgeno "in vivo" podîa ser efectuada por la forma 
tetramérica de la fosforilasa b .
3. Efecto de la temperatura sobre la entalpîa de interac­
ciôn AMP-fosforilasa b y fosfato-fosforilasa b.
En la introducciôn de este capîtulo se sefialô 
la existencia de una transiciôn conformacional dependien- 
te de la temperatura en la fosforilasa b, detectada por me­
didas cinéticas (11,100) y de RMN (108).
Con objeto de conocer si esta transiciôn afecta 
a las entalpîas de interacciôn, fosfato o AMP -fosforila­
sa b, hemos realizado^ un estudio de éstas a diferentes
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temperaturas, Los experimentos se realizaron a una concen 
traciôn de enzima constante e igual a 2,67 mg/ml.
En la figura 13 se ha representado c6mo afecta 
la temperatura a la entnlpîa de interacciôn fosfato-fos­
forilasa b . La concentraciôn de fosfato utilizada fue 
_ 2
5 X 10" M, altamente saturante. En las figuras 14 y 15 
se ha representado la variaciôn de la entalpîa de satura­
ciôn de la primera y segunda regiones de la curva de va­
loraciôn entâlpica de la fosforilasa b por AMP (fig.7) 
en funciôn de la temperatura. Se puede observar (fig.16) 
que a 10*C una concentraciôn de AMP 10"% ya pertenece a 
la segunda regiôn de la curva de valoraciôn entâlpica de 
la fosforilasa b por AMP, lo que muestra que la afinidad 
de las dos clases de sitios de uniôn de AMP en la enzima 
aumenta a bajas temperaturas, lo cual concuerda con los 
resultados cinéticos obtenidos en funciôn de la tempera­
tura, Experimentos de microcalorimetrîa realizados a 10*C 
en presencia de concentraciones finales de AMP superiores 
a 10’%  no permiten alcanzar una lînea estable durante 
mâs de 3 ô 4 minutes en el registre grâfico del experi­
mento (véase métodos). El valor dado para 4 x 10’%  AMP 
ha de ser considerado tan sôlo como una estimaciôn. Este 
comportamiento anômalo puede estar relacionado con un au- 
mento de agregaciôn.
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Fig^  13. - Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b- 
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A M P  10"^M, en funciôn de la temperatura.
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Fig. 15.- Variaciôn de la entalpîa de interacciôn fosforilasa b 
A M P  lO'^M, en funciôn de la temperatura.
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Fig. - 16.- Valoraciôn entâlpica de la fosforilasa b, 
2,66 mg/ml por A M P  a 10°C.
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Discusiôn :
En las figuras 13, 14 y 15 puede observarse una 
abrupta discontinuidad entre (14-25)*C, con un mâximo a 
21°C. Los altos valores del salto entâlpico no son debi- 
dos a cambios en el estado de agregaciôn de la fosforila­
sa b en este intervalo de temperaturas, excepte en presen-
_ o
cia de AMP 10 M, ya que los experimentos de ultracentrifu­
gaciôn realizados a 20°C, dieron resultados similares a los 
de 25*C. Sôlo se observa una pequefta diferencia en la capa- 
cidad de agregaciôn: a 20®C aparece un (5-10)% de tetrâmero
_ j
mâs que a 25®C, en presencia de fosfato saturante (5 x 10" M), 
En presencia de AMP 10‘^M a 20®C (saturaciôn de los sitios 
de débil afinidad), la fosforilasa b no es capaz de tetra- 
merizar, desapareciendo también el pequefio tanto por ciento 
de tetrâmero que aparecîa a 25*C. En presencia de AMP lO'^M 
a 20°C, la fosforilasa b sigue también totalmente en forma 
dimérica.
La magnitud del incremento entâlpico al pasar de 
21 a 25*C, A  debe ser considerado como la diferencia 
de entalpîa al unirse al fosfato y el AMP 10”%  a dos es- 
tados enzimâticos diferentes. En el caso de la figura 15,
(AÎ4P 10*%), el valor de ù incluye también la entalpîa 
de tetramerizaciôn, ya que a 21°C la enzima estâ totalmen­
te en estado dimérico y a 25°C en tetramérico.
Las curvas representadas en las figuras 13, 14
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y 15 no pueden entenderse como una simple transiciôn con­
formacional entre dos estadcs, ya que no presentan las ca 
racterîsticas tîpicas de éstas (109) , sino como dos tran- 
siciones conformacionales sucesivas entre dos estados, 
la primera exotérmica tiene lugar por debajo de 21°C 
( A H  < o) y la segunda endotérmica ( A  H > o) , que se 
observa por encima de esta temperatura. Esta hipôtesis 
exige considerar que se forma un estado enzimâtico inter- 
medio estable solo en un estrecho margen de temperaturas 
( alrededor de 21°C).
Resultados cinéticos (11, 100) y de RMN (108) 
detectan una transiciôn conformacional enzimâtica, pero 
en un intervalo de temperaturas inferior a los 21®C. Los 
resultados de RMN muestran que esta transiciôn conforma­
cional altera la disposiciôn estereo espacial de los gru­
pos quîmicos situados en el centro de uniôn de AMP (108). 
Como este ligando se halla muy relacionado con la activa­
ciôn enzimâtica puede atribuirse al efecto cinético obser 
vado a dicha transiciôn conformacional.
Mâs adelante, se sefialarân las importantes coin 
cidencias que présenta esta transiciôn enzimâtica induci- 
da por la temperatura con la transiciôn conformacional en­
zimâtica detectada en funciôn de la concentraciôn de enzi­
ma, coincidencias que permiten pensar en una acciôn muy 
similar de ambas variables (temperaturas y concentraciôn 
de enzima) sobre el sistema enzimâtico.
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4.- Anâlisis de las curvas multiregionales obtenidas por 
microcalorimetrîa: Resultados obtenidos con AMP.
En el apa^tado IV-1 se explicaron cualitativa 
mente los resultados entâlpicos obtenidos en funciôn del 
esquema conformacional propuesto por Bue y col. (99) para 
esta enzima, a 4°C, generalizândolo a 25*C.
En este apartado se analizarâ la curva de valo 
râciôn entâlpica de la fosforilasa b por AMP para obtener 
las constantes intrînsecas de uniôn del efector alostêri- 
co a la enzima y de tautomerizaciôn del sistema enzimâti­
co. El método de anâlisis utilizado(fig.7) se aplicarâ 
después a las curvas de valoraciôn entâlpica de la enzima 
con * otros nucleôtidos que exhiban dos regiones neta- 
mente diferenciadas.
Puesto que los resultados cinéticos publicados 
por diversos investigadores (94, 97) indican una uniôn -- 
prâcticamente exclusiva de AMP al estado R de la enzima. 
en el tratamiento alostérico de los datos calorimétricos 
obtenidos, se ha supuesto .que el ligado se une exclusiva- 
mente al estado R^  (i= 1,2) de la clase i-êsima de sitios, 
lo cual simplifies enormemente el problems.
Por otra parte, dada la nets separaciôn de las 
dos mesetas en la curva de valoraciôn de la fosforilasa - 
b por AMP en glygly, cada regiôn puede ser estudiada sepa 
radamente. Por tanto, la intersecciÔn AMP-fosforilasa b - 
puede dividirse en dos partes:
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a) Estücÿ o de la saturaciôn de los sitios de 
mayor afinidad hacia AMP por éste, proceso que corres­
ponde al desplazamiento del equilibrio alostérico; —  
Eg E^  (T^  hacia E^.
b) Estudio de la saturaciôn de la segunda - 
clase de sitios de uniôn por AMP, Puede correlacionar 
se con el desplazamiento del equilibrio alostérico : - 
E.| Ej (Tg Rg) hacia Ej que se estabiliza -
inmediatamente por su conversiôn en tetrâmero (Q).
Como se indicé en la introducciôn de este - 
capîtulo, el comportamiento cinético de la fosforila­
sa b, difiere levemente del predicho por el modelo con 
certado, diferencias asignables a la existencia de mâs 
de dos estados conformacionales en equilibrio, Por esta 
razôn, se ha supuesto que las transiciones Eg E-|
y E.| Eg se rigen por el modelo concertado.
A continuaciôn, se analizarâ cada proceso de 
saturaciôn por separado.
a) Estudio de la saturaciôn de los sitios de 
mayor afinidad.
Debido a las caracterîsticas sigmoideas que 
présenta la primera regiôn de la curva mostrada en la 
fig. (7) puede considerarse pequefta la poblaciôn de - 
los estados intermedios de saturaciôn (R-|A), En prime 
ra aproximaciôn se puede considerar que AH * ?  . Una
representaciôn de Hill de los datos entâlpicos de
- 49-
esta primera regiôn se ajusta bien a una linea recta, 
(n = 2.5) confirmando que la hipôtesis acerca de la - 
importancia de los estados intermedios de saturaciôn - 
(R^A) es probablemente corrects. La representaciôn - 
cinêtica de la primera regiôn de dicha curva es pues;
(1)
L q  kj^/2 2kj^
T
donde y R.^ son los estados conformacionales enzi­
mâticos en equilibrio en ausencia de ligando A *AMP 
la constante de equilibrio transconformacional en -
ausencia de ligando y la constante global de disocia 
clôn de las dos molêculas de AMP. Por tanto, k^ = k.^ . kg 
= k 2 donde ic_ es la constante intrînseca de --iv ft
uniôn de AMP a los dos sitios de uniôn équivalentes de R.j.
Consider ando el anterior esquema cinético se 
puede expresar el calor experimental de interacciôn a -- 
una concentraciôn dada de AMP^^^a (Qj) de la forma si­
guiente;
 ^ AH^ A(R,) (R,A,) (4-II)
donde; es la entalpîa de uniôn de una molêcula
de AMP a la enzima.
A(R^) es la diferencia entre la concentraciôn 
de la enzima en el estado R.| en presencia de AMP y de en 
zima en el estado R^  en ausencia de ligando.
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A es la entalpîa asociada al cambio trans^ 
conformacional R.j inducido por AMP en la enzi­
ma.
(E^) es la concentraciôn total de enzima.
El valor de A(R^) puede ser evaluado como ;
A(R,) _ (*l) * (*1*1) + (*1*2) ' 0 (4 III)
(Et)
donde (R^) y (R^)^ son las concentraciones de enzima en 
las formas libres, en presencia o ausencia de AMP, res- 
pectivamente.
Los valores de L^ dados en la bibliografîa - 
para el equilibrio alostérico de la fosforilasa b son- 
altos (600, Bue (94); 5000,Kastenschmidt y col. (11) - 
en diferentes condiciones expérimentales). En primera 
aproximaciôn se supone que la concentraciôn de enzima 
libre en la forma R^  es pequefta, ya sea en presencia - 
o en ausencia de AMP. La ecuaciôn (4-II) adquiere, 
pues, la siguiente forma;
(Ej)
(4-IV)
donde (R^Ag) y (R^A^) son las fracciones de las formas 
R^Ag y R^A^ para una concentraciôn dada de AMP.Ambos - 
valores puede ser calculado como una funciôn de la con
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centraciôn de AMP y de las constantes de equilibrio - 
del esquema (4-1):
(rT X )  - %  (W)
kî kR
Considerando dicho esquema, la concentraciôn 
total del enzima viene dada por la siguiente expresiôn: 
( R , )  + ( R , A , )  + (R^Ag) + ( T , )  = (E%) 
o en términos de fracciones molares simplemente por la 
expresiôn:
(R,) + ( R , A , )  + (R ,Ag) + ( T , )  .  1 
donde (1TJ*), (R^A^ ), (R^Àg) y (Tj") son las fracciones - 
molares de cada forma enzimâtica.
"'>■ T r r n r - 7 - k r '  . , ,
° - m q r  -en-;;—  “ ■">
donde es la constante alostérica.
Sustituyendo:
(1) À» ' (2) (1) (^)
+ 2 r^'AHj^)por ' 'AHp, siendo AHp=<(lS4±4) 
kJ (mol dîmero) \  la entalpîa de la primera meseta.
la expresiôn (4-IV) puede escribirse:
(1) ah . 2 (1), „ (11
_ A Hp - * "b 2 “ f4-VI)
■ . n ..)2
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(A)
Si definimos a*   y considérâmes que r =
T
se obtiene :
a(a + 2 (1 -  ) )
( 1 ) . H  2
 ^  P ° * 2 a ( 4 . VIII )
+ (1 + o)^ (1+o)2
Esta expresiôn es diferente de la que da para la fun­
ciôn de saturaciôn el modelo concertado, para la uniôn 
exclusiva a un solo estado (R) y n » 2 :
Y G (1 + &) , . . (4-IX)
Lo + (1+0)2
A partir de los datos expérimentales se han
ajustado los parâmetros y . Para ello,
se ha barrido un rango de valores de k^ entre 10’  ^y
10 molar y se ha elegido aquel intervalo de valo­
res de kj^  que da un valor mâs constante de 
Los parâmetros obtenidos son:
Lo » 600-700 y (1) k% - (1.0-1.2) x 10’®M'^ .
En la tabla II se da la poblaciôn relative - 
de los diferentes estados enzimâticos (vêase el esque 
ma 4-1) calculada utilizando los parâmetros L^ y 
k^, indicados en la misma. Puede observarse que- 
el total de los porcentajes dados en la tabla II para
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diferentes concentraciones de AMP es siempre mayor que 
99, 4%.
El porcentaje de la forma libre es, menor 
de un 0,1% del valor de RyAg. Por lo que el error intro 
ducido en la entalpîa total debido al ajuste es inferior 
a 2 kJ (mol monômero)'^, dentro del error experimental.
A partir de los valores obtenidos para 
y se han calculado los de la funciôn de satura­
ciôn ( • a diferentes concentraciones de AMP. Con - 
ellos se ha realizado una representaciôn de Hill, que 
conduce a una recta de pendiente igual a 1.96, lo iue' 
confirma la alta cooperatividad entre los dos sitios 
de alta afinidad hacia AMP existantes en el dîmero en­
zimâtico .
b) Estudio de la saturaciôn de los sitios 
menor-.afinidad.
El conjunto de equilibrios implicados en 
este proceso puede ser esquematizado como:
:^2)l (2) Kass.
Rg R2A2 1/2Q (4-X)
donde Tg y Rg son los estados dimêricos con bajà y al 
ta afinidad relativa hacia la uniôn de AMP a sus si­
tios de menor afinidad, respectivamente. Se ha despre^ 
ciado la participaciôn en el equilibrio de las formas 
semisaturadas, RgA y saturada R^Ag, no tetramenizadas,
54-
ya que el hâbito de la segunda regiôn de la curva de 
saturaciôn entâlpica pot (fig. 7) indica la alta 
cooperatividad de este t^tocéso. Para formulât el ante 
rior esquemà se ha realizado, ademâs, la suposicldn * 
(previamente sefialada) de que la uniôn del ligando 
(AMP) es exclusiva al estado Rg.
El tratamiento del equilibtio anterior se - 
ha realizado considerando las siguientes hipôtesis de 
partIda:
(1) La poblaciôn enzimâtica en la forma Rg pue- 
de ser despreciada.
(2) La forma enzimâtica R2A2 se transforma râpi- 
damente en el estado tetraraêrico (Q) pudiendo pues con- 
siderarse despreciable la poblaciôn del primero.
Es précise sefialar que la hipÔtesis de uniôn 
exclusiva al estado enzimâtico Rg puede ser justificada 
considerando que, aunque la saturaciôn de la segunda - 
clase de sitios de uniôn de AMP tiene lugar a altas con 
centraciones de AMP, en ausencia de sustrato, no debe - 
ser excluîda su participaciôn en el proceso catalltico- 
ya que este proceso de saturaciôn se ve fuertemente a- 
fectado por los sustratos, fosfato y glucôgeno, como se 
demostrô previamente. Por otra parte, la activaciôn de 
la fosforilasa b Por AMP sigue el modelo concertado con 
siderando uniôn exclusiva del activador a un estado con 
formacional (94,97).
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La hipôtesis (1) estâ justificada si ^^^L^ 
es muy alto, le cual résulta obvie al observar lo a- 
brupto de la transiciôn que tiene lugar para la satu­
raciôn de la segunda regiôn de la curva de.la'fig. 7.
El calor experimental total medido para la 
uniôn de AMP a la segunda clase de sitios de uniôn pue 
de ser expresada, en general como:
"2)A (ACR^) + (R2A2) + 2 (Q)) +
2 AHj, ((R2A 2 ) + 2 (Q)) + AHfeas (Q) (4-XI)
ecuaciôn que puede ser enormemente simplificada consi­
derando las suposiciones hechas previamente:
ûQt = 2( (Z^AH; + 2.(2)A + 1/2 AH^sg) (Q) -
= (Z^A H .2 (Q) (4-XII)
dr-nde Q_ es el calor total observado para una con
centraciôn dada de AMP menos ^'^A H ; ^^^A y ^^^A
son las entalpîas de uniôn de AMP y del cambio conforma
cional inducido en la enzima ( Tg — —4 Rg), respectiva-
mente; A es la entalpîa de asociaciôn : dîmero^ t£
f 21
trâmero;  ^ aH^ es la diferencia de entalpîas entre las
dos mesetas de la fig. 7.
Las concentraciones de las distintas formas 
enzimâticas en el equilibrio nos permiten obtener:
Kass A* ( ^ 2) * (1+ R2 ) - Et - o ..(4-XIIl)
(2)j^ 2
— 56— “
: Î2)L)2 + 8 E ^ / l c \  Ç4-XIV)
4î^sü (/)
C2).2„il r^
considerando sol < el valor positive de la raiz, puesto 
que el rega^ivo ios permitirîa obtener un valor de con- 
centraciôn de R2 egativo, lo cual es fîsicamente absur 
do. En las ecuacicnes anteriores:
(Rzx a ^l-
( 1-2^ 2 ) ( ^ 2 ^2 )
-j-lzL. : a -----LAJ_____
; Rg) (2)k 1/2
 ^ T
La ecuaciôn 4-XII se transforma en ;
(2)
; 8_Kass(E;.«( *) . - (1+(^ )L)+(1 + (2)L+8K2(EtX4*)^
(4-XV)(2)a  ■
Para 0 le los resultados expérimentales se ajusten a la - 
ecuac: n anterior es preciso que:
L = Ao
(1+0)2
De acuerdo con lo postulado previamente por - 
Ho y Wan (18) la uniôn de dos moléculas de AMP a un es­
tado di%. rico induce directamente la tetramerizaciôn de­
là enzima, este estado dimêrico ha de ser pues Ej. La de 
pendencia de (^^L de la segunda potencia de (A) justifi- 
ca que este mécanisme ha de ser el ûnico viable para ex-
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plicar los resultados entâlpicos expérimentales. De to 
das formas,se formulé el esquema cinêtico que implica 
la tetramerizaciôn de la forma semisaturada R^A, segui^  
da de la uniôn de AMP a los dos sitios aûn libres en 
el tetrâmero. Los resultados expérimentales no se aju£ 
tan satisfactoriamente a los predichos por esta aprox^ 
maciôn teôrica.
Utilizando valores de kIss comprendidos 
5  2entre 2 x 1 0  y 2.10 se han variado los parâmetros 
entre 10'^ y 10*^ y ^^^Lg entre (10^ - 10^) 
hasta obtener un ajuste aceptable de los valores teô 
ricos de los expérimentales. Los valores de los très 
parâmetros que conducen a un mejor ajuste de los re­
sultados expérimentales son:
Kiss=2-10S%r1(2)LQ = (5-6)10* y = (1,9-2,0)
-4
X 10 M. La segunda regiôn (la lînea continua) de la 
curva mostrada en la fig. 7 ha sido ajustada teorica 
mente con estos valores.
Con los datos alostéricos obtenidos a par 
tir del estudio de las dos regiones de la curva mos­
trada en la fig. 7 se ha calculado la funciôn de sa­
turaciôn mostrada en la fig. 17.
Discusiôn.-
Como se comentô anteriomente AMP no se une 
al tetrâmero. Sin embargo, en disoluciôn el sistema - 
se comporta en una manera "cuasi-tetramôrica". Este -
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hecho puede ser expiicado si se considéra que AMP for 
ma débiles puentes de uniôn entre dîmeros adyacentes.
La uniôn de AMP a su sitio de menor afinidad 
puede ser interpretada del siguiente modo. Aquî la te­
tramerizaciôn por AMP requiere inicialmente un débil - 
puente de uniôn realizado por AMP entre dos dîmeros - 
adyacentes, como se deduce de los resultados calorimé- 
tricos analizados. El proceso puede ser esquematizado:
2A
O
T.
“A— A-o
- A
A-j .A
A
Q
( t e t r â m e r o )
En este esquema aparecen conjuntos de cuatro centres- 
ensamblados dinâmicamente sin exigir la formaciôn pre^  
via del tetrâmero, que permiten explicar el comporta- 
miento experimental del sistema.
CAPITULO V
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C A P I T U L O  V
DEPENDENCIA DE LA INTERACCION AMP-FOSFORILASA b Y FOSFATO-FOS- 
FORILASA h CON LA CONCENTRACION DE ENZIMA.
. Las constantes de disociaciôn del complejo AMP-en- 
zima obtenidos por diferentes técnicas expérimentales no con- 
cuerdan, (10,94,102,106,110,111) debido posiblemente al amplio 
margen de concentraciôn enzimâtica utilizada, 0.01 mg/ml (en 
cinéticas de activaciôn) hasta 8 mg/ml (diâlisis en el equi­
librio).
Debido a que la técnica calorimétrica nos permite 
utilizer un amplio margen de concentraciôn enzimâtica, hemos 
realizado un estudio de la interacciôn AMP-fosforilasa b y 
fosfato-fosforilasa b , a 25*C, en funciôn de la concentra­
ciôn de enzima, cuyos resultados se exponen a continuaciôn.
Los resultados obtenidos conducen a proponer un 
nuevo esquema conformacional para explicar el comportamiento 
de la fosforilasa b , en el que la variable, concentraciôn 
de enzima, desempefta un importante papel.
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Resultados
La curva de valoraciôn entâlpica de la fosforilasa 
b (1 mg/ml) por AMP, fig. 18, présenta dos regiones bien defi- 
nidas, correspondientes a los dos sitios de uniôn de distinta 
afinidad para el AMP. En esta figura se ha incluido la curva 
de valoraciôn entâlpica de fosforilasa (2,67 mg/ml) por AMP 
ya mostrada en la fig. 7. Puede apreciarse que la principal 
diferencia entre ambas curvas estriba en los valores entâlpi­
cos de las dos mesetas.
Normalizando en ambas curvas los valores entâlpicos 
asociados a las dos mesetas y representando en abcisas:
^ P  (considerando un sitio de cada clase por monô- 
sitio de uniôn
mero), se observa que las curvas de valoraciôn entâlpica de la 
enzima con AMP obtenidas a 1,0 mg/ml y 2,67 mg/ml se saturan 
a la misma relaciôn AMP/enzima, fig.19, lo que demuestra que 
pueden ser descritas de idêntico modo desde un punto de vista 
teôrico. El primer sitio se satura, desde un punto de vista 
entâlpico, cuando la relaciôn de moléculas AMP/sitio es (30-34), 
apareciendo la primera meseta definida entre: 34 y 120 molécu­
las AMP/ sitio de uniôn en ambos casos; es decir, independien- 
temente de la concentraciôn de enzima utilizada.
La segunda clase de sitios se satura en ambas curvas, 
aparentemente, cuando la relaciôn moléculas AMP/sitio es 
(270-300).
600
200
6 7 . 8 , - 9
lAMPj x lt fM
1 2 3 5 10A
Fig 18.Valoraciôn entâlpica* de la fosforilasa b por A M P  a 25 C 
  Ph b = 1 mg/ml. ------- Ph b = 2.66 mg/ml.
700
?  500
3  300
100
10 100 200 ■ (lAM PJ/lPhbl)
Fig. 19. - Representaciôn de los datos de la fig. 18 en funciôn de la 
relaciôn [AMP]/[Ph b].
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La fig. 20 muestra ios resultados obtenidos al es- 
tudiar la interacciôn AMP-fosforilasa en funciôn de la concen 
traciôn de enzima, variando ésta desde 0,25 mg/ml hasta 5.0 
mg/ml; permaneciendo siempre la relaciôn de moléculas AMP/ 
moléculas de enzima a saturaciôn del 2°sitio. La grâfica 
muestra todas las caracterîsticas de una transiciôn conforma­
cional entre dos estados enzimâticos.
A partir de las pendientes de las rectas, se obtie- 
ne un cambio entâlpico de - (690+ 25) kJ (mol monômero)”  ^ pa­
ra una concentraciôn enzimâtica menor o igual a 1.5 mg/ml y
de -(361- 10) kJ (mol monômero)’  ^para valores superiores a 
2,6 mg/ml. A partir de estos valores se obtienen una diferen­
cia entâlpica de interacciôn con los dos estados de +(329-30) 
kJ (mol monômero)” .^ Este valor incluye también la entalpîa 
de tetramerizaciôn ya que a concentraciones de enzima supe­
riores a 2,6 mg/ml y AMP lO’ ,^ la fosforilasa se encuentra 
completamente en forma tetramérica y a concentraciones infe- 
riores a 1,8 mg/ml en forma dimérica, ya que la enzima inigra 
en un pico simétrico de (9,1-0,1)S en presencia de AMP 10"^M
a 25*C. Este valor es el mismo que se obtiene a 25*C para la
enzima en tampôn glygly en ausencia de AMP a concentraciones
inferiores a 1,8 mg/ml. Por tanto, el valor obtenido para la
_ 2
entalpîa de la interacciôn fosforilasa b -AMP (10’ M) a con­
centraciones inferiores a 1,5 mg/ml, ha de ser debido a la 
uniôn de AMP a la enzima y al cambio conformacional inducido 
en ella.
180
120
—) 
£
o
' COD
700
•g 600
500
1.0 3.0 4.0 5.0 6.0
[ph b], (mg/ ml)
Fig. 20. - Variaciôn del calor de interacciôn fosforilasa b- 
A M P  10 en funciôn de la concentraciôn de enzima. Recuadro; 
Variaciôn entâlpica de la interacciôn anterior.
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Fig. 21. - a) Variaciôn del calor de interacciôn fosforilasa b-AMP 
lO'^M. en'funciôn de la concentraciôn de enzima. b) Variaciôn 
de la entalpia de la interacciôn anterior.
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En la fig. 21 (a y b) se han representado los valo­
res entâlpicos de la interacciôn AMP-fosforilasa b, obtenidos 
a una concentraciôn de AMP correspondiente a la primera mese­
ta de la curva de valoraciôn entâlpica (AMP/sitio - 90), en 
funciôn de la concentraciôn de enzima. Puede observarse una 
discontinuidad en el mismo intervalo de concentraciôn de en­
zima que la obtenida para la interacciôn fosforilasa b -AMP 
- ?
(10 M), fig. 20. Asî, pues, el cambio conformacional detec- 
tado en la enzima afecta también al sitio de uniôn de mayor 
afinidad hacia AMP en el monômero. No obstante, la diferencia 
de entalpîa entre ambos estados (171- 16) kJ (mol monômero)"^ 
difiere claramente de la obtenida en presencia de AMP 10" M. 
Para comprobar si en este valor hay aportaciones debidas a 
cambios en el estado de agregaciôn de la enzima se realiza- 
ron diverses expérimentes de ultracentrifugaciôn que condu- 
jeron a los siguientes resultados:
_ •z
a) La enzima a 1,0 mg/ml, en presencia de AMP 10* M a 25®C, 
migra en un solo pico simétrico de (9,1- 0,1) S, dîmero.
b) En las mismas condiciones anteriores, pero a concentracio­
nes de enzima de 2,67 y 5,0 mg/ml, se observan dos picos, uno 
mayor con un coeficiente de sedimentaciôn de 8,4S (dîmero) y 
otro, que lleva alrededor de un 5% del total de enzima de
13,2S (tetrâmero).
El pequeho porcentaje de tetrâmero présente a concen 
traciones de enzima mayores o iguales de 2,67 mg/ml y totalmen 
te ausente a una concentraciôn de 1,5 mg/ml, corrobora los da-
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tos de ultracentrifugaciôn obtenidos en presencia de AMP 10* M 
que indican la desapariciôn de la capacidad de tetramerizaciôn 
de la fosforilasa b por debajo de (1.5 - 1.7'mg/ml .
Por otra parte, estudios de valoraciôn de las"cis- 
teînas lentas" de la fosforilasa b con DTNB muestran que las 
constantes de velocidad de êstas se ven fuertemente afectadas 
por la concentraciôn enzimâtica. Asî, a 1 mg/ml y 25®C, en 
presencia de AMP 6 x lO'^M, se protegen dos "-SH" lentos por 
monômero, en tanto que a una concentraciôn enzimâtica igual 
o superior a 2,67 mg/ml sôlo es protegido un grupo "--SH" 
lento, permaneciendo idénticas las demâs condiciones expéri­
mentales ,
Con objeto de verificar si a bajas temperaturas 
( < IS^C) se podla apreciar alguna diferencia en las propie- 
dades de agregaciôn de la fosforilasa b, que indicara que la 
transiciôn detectada a 25®C tuviera lugar también a estas tem­
peraturas se realizô el experimento que se describe a conti­
nuaciôn, ante la imposibilidad prâctica de realizar medidas ca- 
lorimétricas a temperaturas del orden de los 4®C. A 4®C la en­
zima 4 mg/ml incubada con AMP (lO'^M) y Mg** (10*^M) cristali- 
za completamente en un plazo de 24 horas (43); sin embargo,en 
idénticas condiciones la enzima a 1.0 mg/ml no cristaliza. 
Puesto que la cristalizaciôn de la enzima parece requérir la 
tetramerizaciôn de la misma, es posible concluir que la tran­
siciôn conformacional dependiente de la concentraciôn enzimâ-
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tica detectada a 25°C posiblemente ha de producirse también 
a bajas temperaturas (por debajo de la temperature de la tran­
siciôn conformacional tétmica).
En la fig. 22 se han representado los resultados ob­
tenidos para la interacciôn fosforilasa b - fosfato (concen­
traciôn saturante), en funciôn de la concentraciôn de enzima. 
Puede apreciarse la apariciôn de una discontinuidad entre con­
centraciones de enzima de : (1,5 - 2,5) mg/ml, similar a las 
obtenidas para la interacciôn AMP-fosforilasa b . Los experi- 
mentos de ultracentrifugaciôn, realizados en presencia de 
fosfato saturante, 5 x 10“ M, conducen a los siguientes resul­
tados: a concentraciones de enzima iguales a 1,0 mg/ml y 2,67 
mg/ml la especie enzimâtica prédominante es la dimérica (8,6S), 
pero a 2,67 mg/ml aparece un pequefto porcentaje ( ^  5%) que 
migra con un coeficiente de sedimentaciôn de 13,2S (tetrâme­
ro) .
Los resultados expuestos hasta aquî, permiten infe- 
rir la existencia de una transiciôn conformacional entre dos 
estados diméricos de la enzima dependiente de su concentra­
ciôn, pero no miden ninguna propiedad importante de la misma 
directamente. Por esta razôn, se determinô la entalpîa de di- 
luciôn desde 4,0 mg/ml a 1,0 mg/ml de la enzima sola en tam- 
pôn, obteniéndose un valor de -(100-5) kJ (mol/monômero) 
que mide la separaciôn energética entre los dos estados ehzi- 
mâticos en glygly.
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Discusiôn
La curva de valoraciôn entâlpica de la fosforila­
sa b (2,67 mg/ml) a 25°C con AMP puede comprenderse conside­
rando el esquema conformacional propuesto por Bue y col.(99). 
Sin embargo, a concentraciones de enzima inferiores a 1.5 
mg/ml, este esquema no puede explicar el comportamiento de 
la fosforilasa b , ya que el tetrâmero no se halla présente 
ni aûn en las condiciones mâs favorables para que ello ocu- 
rra, Puesto que es el estado dimêrico el que permite la 
tetramerizaciôn inducida por AMP de la fosforilasa b este 
estado no ha de alcanzarse a bajas concentraciones de enzi­
ma ( <1.5 mg/ml). Por otra parte la explicaciôn de la cur­
va de valoraciôn de la fosforilasa b (1.0 mg/ml) por AMP 
a 25*C exige, sôlo, la existencia de très estados conforma- 
cionales enzimâticos en equilibrio.
En la tabla III se han recopilado los resultados 
obtenidos de las figuras 18,20,21 y 22; asimismo en ella se 
incluyen los resultados de las figuras 13, 14 y 15 juntamen- 
te con los coeficientes de sedimentaciôn obtenidos.
Esta tabla muestra las grandes diferencias exis­
tantes en las entalpîas de interacciôn fosfato-fosforilasa 
b y AMP-fosforilasa b, ésta ûltima en ambas mesetas, por en- 
cima y por debajo del intervalo de concentraciôn enzimâtica 
de transiciôn. Como se analizô al exponer los resultados de
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este apartado, estas diferencias han de eer atribuidas, en 
su mayor parte, en el caso de AMP, a los diferentes cambios 
conformacionales producidos por la transiciôn enzimâtica. La 
gran diferencia entre las entalpîas de interacciôn del fosfa­
to al unirse a los dos diferentes estados enzimâticos, puede 
deberse a la apariciôn de algunas zonas de la superficie enzi 
mâtica capaces de interaccionar con el fosfato, es decir, car 
gados positivàmente, dado el carâcter inespecîfico de su inte 
racciôn con la enzima.
Segûn se ha comentado en el capîtulo anterior, a 
25®C, el fosfato estabiliza el estado conformacional E^, en 
tanto que AMP 10"^M desplaza a la enzima hacia E^  y AMP 10"^M 
la tetrameriza completamente, previo desplazamiento de la fos 
forilasa b hacia Eg. Ho y Wang (17) trabajando en tampôn gli- 
cerofosfato no detectaron la transiciôn conformacional depen­
diente de la concentraciôn de enzima, posiblemente porque la 
acciôn del glicerofosfato es muy similar a la del fosfato; es 
decir, desplaza a la enzima hacia el estado Eg, el hecho ex­
perimental sehalado puede ser interpretado como que el fosfa­
to induce la formaciôn de Eg cualquiera que sea la concentra­
ciôn de enzima.
Basândonos en las anteriores consideraciones, el mi­
nime esquema conformacional para la fosforilasa b a 25°C com­
patible con ellas, es decir, el mînimo de estados conformacio­
nales inducibles por AMP y fosfato es :
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4
=-> E. » 1/2 Q
( C-I)
en donde se ha respetado la nomenclature propuesta por Bue 
y col. (99). Los estados conformacionales sehalados con pri­
mas (EJ , Ej^ y E^ ) son los alcanzados por la enzima a con­
centraciones inferiores a 1.5 mg/ml en ausencia de todo li­
gando (EJ ) f en presencia de AMP lO’^M (Ej^  ) y en presencia 
de AMP lO'^M (EJ).
Los estados Eg (que bloquean la tetramerizaciôn 
de la fosforilasa b^  y E^ y Ej , presentan un coeficiente de 
sedimentaciôn igual a (9.1-0.1)S a 25*C, al igual que los es­
tados diméricos a los que lleva AMP2* y AMP3*, como se verâ 
mâs adelante, y diferente al que poseen los estados diméri­
cos E2, Ej (8.3-8.4S) o Eg (8.6S). El estado E^ posiblemente 
sea, pues, inactive ya que los nucleôtidos citados son inhibi- 
dores de la pequefia actividad residual en ausencia de AMP que 
présenta la fosforilasa b .
A partir de los resultados de la tabla III pueden 
evaluarse las magnitudes entâlpicas aproximadas asociadas a 
las transiciones conformacionales del esquema propuesto (C-1). 
Para ello haremos la suposiciôn de que la entalpîa de interac­
ciôn directa AMP-fosforilasa b es constante o aproximadamente 
constante, sea cual sea el estado conformacional al que se una
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el activador alostêrico. Haciendo uso de que el nûmero de si 
tios de uniôn de mayor y menor afinidad hacia AMP, por monô­
mero, es uno, pueden estimarse las siguientes entalpîas de 
transiciôn:
a) Transiciôn Eg ---- > E^ : A H 21
Se estima como el valor entâlpico de la primera me­
seta de la curva de valoraciôn de la fosforilasa b (2,67 mg/ml) 
por AMP a 25®C. Naturalmente, este valor de A  es sola- 
mente aproximado, debido a que la uniôn de AMP a la enzima 
provoca un cambio conformacional en la enzima, midiéndose, 
por tanto, la suma de dos entalpîas (^ ^^  A  Hy y A  
véase el apartado IV-4) que es imposible separar con datos 
presentados en este estudio. No obstante, el valor de la en­
talpîa directa de uniôn (^ ^^  A  H^) ha sido estimado en apro­
ximadamente - (B-lO)kJ (mol monômero) (17), cantidad poco im­
portante ante las magnitudes entâlpicas obtenidas, casi den- 
tro del error experimental de las mismas. Por tanto:
A = -(77- 2) kJ (mol monômero)
b) Transiciôn Ej^ --  ^1/2 Q : A H
IQ
Este incremento entâlpico, A  se estima como la
diferencia entre las dos mesetas de la curva dada en la fig.7
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(concentraciôn de enzima = 2,67 mg/ml) :
A  H^q = - (284- 4) kJ/ mol monômero
En este caso el valor de la entalpîa de uniôn de 
AMP a la enzima ( A  Hy) se anularîa por hallarse englobada 
en ambos sumandos.
c) Trânsito EJ -- )E^ : A
Se obtiene de forma anâloga al caso (b) , pero uti­
lizando la curva de valoraciôn entâlpica por AI4P a concentra 
ciôn de enzima de 1 mg/ml.
A  ® -(248- 8) kJ/mol monômero
d) Transiciôn — >E^ : A
El valor de A  H^g sera la diferencia entre las
dos mesetas de la curva de valoraciôn entâlpica por AM? a
una concentraciôn de enzima de 1 mg/ml.
A  Hjg = -(442- 17) kJ/mol monômero
e) Transiciôn E g ---?E^  : A Hgg,
Se obtuvo por medida directa, segûn se indicô an- 
teriormente:
A  Hgg, = -(100- 5) kJ/mol monômero
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f) Transiciôn Eg — -f 1/2Q A H3Q
A partir solamente de los datos dados previamente 
ro puede estimarse. Sin embargo, en la bibliografîa se halla
el valor de la entalpîa de transiciôn  %Eg, obtenido a
partir de medidas de relajaciôn térmica, A  = (46- 4) kJ/ 
mol monômero (88). Utilizando este dato, y el valor de A  Hj^ q 
calculado en el parrafo (b) se obtiene un valor de A  Hgq :
AH 3Q = 330- 12 kJ/ mol monômero
g) Transiciôn E| — 4 : A  H^,
A partir de los datos anteriores se estima un valor 
^l’I ~ (271- 10) kJ /mol monômero
El esquema conformacional C-I queda como sigue:
(77- 2) + 46-4 -330-12
(100-S):
A
! (271-10)
-> E. -> Ei
(248-8) -442-17)
4 1/2 Q
.-.-r
.'7
en donde con el sîmbolo Eg -7$^  ^1/2Q se quiere indicar que es­
ta transiciôn se halla bloqueada. Segûn puede apreciarse en 
el esquema anterior son endotérmicas las transiciones que con
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ducen a Eg desde E^ y E^ y la qua conduce a desde Ej .
Los elevados cambios entâlpicos medidos podrîan 
ser debidos, en gran parte, a la formaciôn o ruptura de 
puentes disulfuro, cuya entalpîa de formaciôn es de -(286-4) 
kJ (mol S-S)  ^ (112). Esta hipôtesis concuerda con los resul 
tados de valoraciôn de grupos'cisteîna lentos” comentados 
en este apartado. Una evaluaciôn mâs detallada de los cam­
bios entâlpicos, atribuyêndolas a las distintas causas que 
contribuyen al valor entâlpico total (ionizaciôn de distin- 
tos grupos quîmicos, transferencia de grupos desde un medio 
a otro, etc), no es posible sin conocer los aminoâcidos im- 
plicados directamente en el proceso de uniôn de AMP a la 
enzima y en los cambios conformacionales asociados a ella.
No obstante, dada la aparente importancia de los grupos 
-SH en estas transiciones, puede pensarse que la entalpîa 
de la transiciôn E^ y Eg es debida a la ionizaciôn de un 
grupo -SH por monômero, ya que la entalpîa de ionizaciôn 
de este grupo es igual a (41- 1) kJ/mol.
Segûn dijimos anteriormente la saturaciôn entâlpi­
ca de la primera clase de sitios requiere (30-34) moléculas 
AMP/sitio y la segunda clase de sitios:(270-300) moléculas 
AMP/sitio. No obstante, estos son valores que dan idea de 
la afinidad global del sistema enzimâtico hacia AMP, en 
sus dos clases de sitios de uniôn, pero nada dicen acerca 
de la afinidad de los estados conformacionales a los cuales
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se une AMP, (primera clase de sitios) y Eg (segunda clase 
de sitios). Las afinidades de estos estados enzimâticos ha­
cia AMP pueden estimarse a partir de las constantes de diso­
ciaciôn y , 3,0.10~^M y 6.5 x 10"^M, respecti-
vamente, cuya determinaciôn se hizo en el apartado 4-IV, para 
una concentraciôn de enzima constante e igual a 2,67 mg/ml 
(2.9 X 10”^M, en moles de monômero de enzima). La afinidad 
de ambas clases de sitios hacia AMP se refleja en la rela­
ciôn K^/ 1/2 (sitios), puesto que la constante de disocia­
ciôn es igual a la concentraciôn de ligando précisa para sa- 
turar el 50% de los sitios de uniôn asequibles. De este modo 
se obtiene que el primer sitio (estado E^) requiere aproxi­
madamente dos moléculas AMP/sitio, en tanto que el segundo 
sitio (estado Eg) précisa 45 moléculas AMP/sitio para sa- 
turarlos.
Hasta ahora se ha rechazado toda implicaciôn de 
los sitios de menor afinidad hacia AMP en el peeceso catalî- 
tico, debido a las altas concentraciones de AMP necesarias 
para su saturaciôn, concentraciones que no son fisiolôgicas 
ni, por otra parte, afectan apreciablemente la actividad ca- 
talîtica, cuyo mâximo valor se alcanza (en cinéticas de ac­
tivaciôn) a valores de concentraciôn de AMP del orden de las 
précisas para saturar la primera clase de sitios de uniôn.
En la fig. 23 se da la curva cinética de activaciôn de la 
fosforilasa b (10*^ mg/ml) por AMP a (25.0- 0,2)®C en tam­
pôn glygly (véanse métodos). En ella puede apreciarse que
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el comienzo de la activaciôn tiene lugar a una conceîitraciôn 
de AMP entre (0.5-1.0) x 10"^M que corresponde a una relaciôn 
de 450-900 moléculas AMP/sitio (considerando un solo sitio 
por monômero). Por otra parte, el comienzo del efecto entâl- 
pico asociado a la saturaciôn de la clase de sitios de menor 
afinidad hacia AMP (fig.19) tiene lugar entre (100-120) molé- 
culas AMP/sitio. Considerando las conclusiones expuestas en 
el pârrafo anterior es lôgico concluir que el sitio de menor 
afinidad hacia AMP esta implicado en el proceso catalitico. 
Son, pues, los estados y Q los que han de poseer una ac- 
tividad catalîtica elevada. El estado Ej (puesto que las 
cinêticas se realizan a una concentraciôn de enzima < 1,5 
mg/ml) sôlo actuarîa posibilitando el desplazamiento hacia 
Ej y Q, actuando, por tante, los sitios de mayor afinidad 
hacia AMP de modo exclusivamente regulador. Es précise seha- 
lar que el estado E^ no se ha de alcanzar en los estudios 
cinéticos puesto que el fosfato, al desplazar el equilibrio 
conformacional hacia E^, bloquearîa esta posible vîa confor- 
macional. Estas conclusiones concuerdan con los resultados 
expuestos previamente en los que podîa apreciarse que es el 
sitio de menos afinidad hacia AMP el que se ve mâs drâstica- 
mente afectado por la presencia de los sustratos: glucôgeno 
y fosfato.
En resumen, la concentraciôn de enzima induce en 
la fosforilasa b un cambio conformacional que, sin alterar
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el estado de agregaciôn enzimâtico, afecta a las propieda- 
des de la fosforilasa b con respecto a sus caracterîsticas 
de Control por el activador alostêrico: AMP. Es la primera 
vez que tal tipc de transiciôn se détecta en un sistema 
enzimâtico y una reconsideraciôn de algunas conclusiones so­
bre la fosforilasa b realizadas por otros investigadores 
(16), al comparar resultados obtenidos por diferentes têc- 
nicas, permite una distinta explicaciôn de los mismos.
Puesto que la concentraciôn de la fosforilasa b 
en el mûsculo ha de ser del orden de 1 mg/ml e incluso su­
perior a veces, ya que se obtienen 1.5 gr. de enzima/2 kg 
de carne y la concentraciôn de fosforilasa b en la fracciôn 
particulada de glucôgeno es del orden de 7 mg/ml (26), es­
ta transiciôn podrîa desempefiar un papel aûn por compren- 
der con toda exactitud. En principio, sin embargo, puede con 
siderarse, muy simplificadamente, como la eliminaciôn de una 
vîa conformacional muy probablemente inactiva. Si ésta fuera 
la funciôn fisiolôgica de esta transiciôn (cuestiôn aûn muy 
especulativa) el métabolisme energético de la célula muscu­
lar se verîa fuertemente afectado, dada la gran importancia 
que en éste posee la primera etapa de la degradaciôn del 
glucôgeno.
Al comparar los valores de la entalpîa global medi- 
da para las transiciones dependientes de la concentraciôn de 
enzima (en presencia de AMP, a saturaciôn de ambas clases
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de sitios, y de fosfato) con los valores de ,3 Ht ctimados 
a partir de las fig. 13, 14 y 15 para las transiciones ob- 
servadas en funciôn de la temperatura se observa que coinci 
den, dentro de los mârgenes del error experimental,
Estos hechos muestran que las dos variables : 
concentraciôn de enzima y temperatura, actûan sorprenden- 
temente de manera muy similar sobre la fosforilasa b , en 
los intervalos en que han sido estudiados.
CAPITULO VI
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C A P I T U L O  VI
ESPECIFICIDAD ESTRUCTURAL EN LA INTERACCION AMP-FOSFORILA­
SA B
1. Introducciôn : Conocimiento actual del tema
En un estudio cinético Okazaki y col. (113) exami- 
naron las propiedades de activaciôn o inhibiciôn de la fos­
forilasa b para una serie de compuestos derivados de la mo- 
lécula de AMP por modificaciôn quîmica de alguno o algunos 
de sus grupos (anâlogos de AMP). Las conclusiones obtenidas 
fueron las siguientes:
a) Los anâlogos de AMP que difieren en el anillo de la base 
pûrica: activan todos elles a la enzima, sin embargo la 
uniôn se ve afectada por la sustituciôn del grupo amino en
el C(6) del anillo de adenina. Postulan que la interacciôn
de este grupo amino con la enzima pudiera realizarse a tra- 
vês de un puente de hidrôgeno en el que se hallara implicado 
el par electrônico sin compartir del âtomo de nitrôgeno.
Asimismo, concluyen que el N(l) de la adenina y 
el anillo imidazôlico de la base pûrica se hallan implica­
do s en la uniôn de AMP a la enzima.
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b) Utilizando anâlogos de AMP modificados en el grupo fos­
fato concluyeron que la presencia y posiciôn de este grupo 
es esencial para la activaciôn de la enzima. La disminuciôn 
en la activaciôn mâxima inducida por la adenosina-5’-fosfo- 
ramidato (en el que el grupo fosfato modificado es monoaniôn 
a pH = 6.9) en la enzima respecto de la inducida por AMP
(en el que el grupo fosfato es dianiôn a pH = 6.9) se atri- 
buyô a la importancia de las interacciones electrostâticas 
fosfato-enzima.
c) Estudios con anâlogos en ribosa y base, permitieron con­
cluir la gran importancia que el grupo -OH en el âtomo de 
carbono 2’ de la ribosa posee en el proceso de uniôn a la 
enzima y activaciôn subsiguiente, asî como el dêbil efecto 
que la eliminaciôn del grupo -OH en -3' de la ribosa ejerce 
sobre ambos procesos.
Paralelamente a Okazaki y col., Black y Wang (114) 
y Mott y Bieber (115) realizaron estudios cinéticos simila- 
res en el sentido de bxosîntesis de glucôgeno, obteniendo 
conclusiones concordantes con las comentadas previamente. 
Black y Wang postulan que, en virtud de la gradaciôn de pro­
piedades catalîticas de la fosforilasa b segûn el nucleôti- 
do anâlogo de AMP utilizado para su activaciôn, el comporta- 
miento de la fosforilasa podrîa ser descrito por el modelo 
de Koshland suponiendo que los nucleôtidos pueden inducir 
"diferentes estados conformacionales" intermedios entre el
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de la enzima sola y el que induce AMP en la misma.
Anderson y Graves (95,96) han mostrado la natu- 
raleza hidrofôbica del sitio o sitios de uniôn de la molé- 
cula de AMP a la enzima, confirmando la hipôtesis de Okaza­
ki y col. (113) sobre la alta afinidad de la enzima hacia 
la base pûrica del nucleôtido.
No obstante, estos estudios con anâlogos de AMP 
adolecen de dos defectos:
a) Desde hace relativamente poco tiempo es conocida la exis- 
tencia de dos clases de sitios de uniôn para AMP, de diferen 
te afinidad en la fosforilasa b (16,17,101). Estos estudios 
cinéticos no permiten decidir a qué tipo de sitios hacen re- 
ferencia las propiedades medidas, que por consiguiente han 
de entenderse como magnitudes fenomenolôgicas globales.
b) Como es conocido (8) la activaciôn por IMP sigue diferen- 
te mecanismo que la activaciôn por AMP. En un reciente estu­
dio con anâlogos de AMP (18, 69) $e ha establecido que estos 
compuestos pueden clasificarse en dos clases, tipo AMP y ti­
po IMP, segûn que su actuaciôn estructural sobre la enzima 
sea similar a uno u otro nucleôtido.
Helmreich y col. (116) establecieron que el efecto 
del iôn Mg** sobre la acciôn catalîtica se ejercîa alteran- 
do la constante de uniôn de AMP a la enzima. Sugirieron que 
tal acciôn tendrîa lugar previa formaciôn del complejo ter- 
nario : (Mg**Enzima-AMP) y no a travês de la formaciôn del
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complejo (AMP. Mg^^) que interaccionara posteriormente con 
la enzima.
Danchin y  Bu g  (117) por RMN, utilizando M^** en 
lugar de M concluyeron que el sitio del activador alos- 
térico se halla fuertemente inmovilizado una vez que se une 
a él la molêcula de AMP. Esta situaciôn favorece probable­
mente interacciones de larga distancia. Nada se sabe, sin 
embargo, sobre la flexibilidad del "sitio" de uniôn de AMP 
vacio. En otro estudio estos investigadores (118) utilizan­
do Co^* en lugar de M^^^ comprobaron la gran importancia de 
la carga y  tamafio del iôn en la actividad catalîtica, efec- 
tos cooperatives y  de agregaciôn en la fosforilasa b .
2. Estudios con nucleôtidos anâlogos de AMP
Para una mejor discusiôn de los resultados se han 
dividido en dos grupos:
A) Resultados obtenidos utilizando nucleôtidos anâ­
logos de AMP, activadores fuertes de la fosforilasa b .
B) Resultados obtenidos con aquellos nucleôtidos 
anâlogos de AMP que, o bien son activadores débiles o bien 
son inhibidores de la fosforilasa b.
A su vez, cada apartado (A y B) se ha dividido en 
dos: (I) exposiciôn de los resultados cinéticos y su discu­
siôn parcial y (II) exposiciôn de los resultados microcalo- 
rimêtricos, de diâlisis en el equilibrio y de ultracentrifu-
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gacion y discualon general.
A) Acciôn de los anâlogos de AMP que son activadores 
fuertes de la enzima.
Se han escudiado los siguientes anâlogos: me-
tilA>4P, 6-cloro-purina-ribôsido-5 ’-fosfato ( 6C1PRP) - y 
1-N-metil-AMP, completândose con los datos précises de AMP 
para realizar el estudio comparado de todos ellos (inclui-* 
do AMP). Asimismo, se ha realizado un estudio microcalori- 
mêtrico de IMP.
I.- Resultados cinéticos
La Tabla IV muestra los valores de acti­
vaciôn obtenidos a partir de medidas de velocidad inicial 
del proceso catalitico a diferentes concentraciones de nu­
cleôtido a 25°C . Como valor de ■^^ /2 activaciôn se ha 
tornado la concentraciôn de nucleôtido précisa para produ- 
cir la mitad de la activaciôn maxima de cada nucleôtido, 
referida al valor de la activaciôn mâxima inducida por AMP 
Las curvas cinêticas sigmoideas presentan diversos grados 
de cooperatividad.
Los resultados representados en las fig. 24,25 y 
26 muestran el efecto de la concentraciôn de fosfato sobre 
el proceso de activaciôn de los anâlogos de AÏ4P citados.Es­
tes resultados pueden interpretarse siguiendo el "modelo 
concertado" (12) suponiendo que la uniôn de los anâlogos
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Fig. 24. - Cmetica de activaciôn de la fosforilasa b por NgMeAMP, 
en funciôn de la concentraciôn de fosfato, a 25°C.
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Fig. 27.- Representaciôn de (V/Vmax-V)^'en funciôn de la 
concentraciôn de N^MeAMP, a diferentes concentraciones de 
fosfato, •; 3 X 10"^M, O; 9 x lO'^M, 0 : 1,8 x lO'^M,
^  : 5,4 X 10-2m .
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de AMP a la enzima tiene lugar exclusivamente al estado R). 
Estos anâlogos presentan dos sitios de uniôn de alta afini­
dad por dîmero, desplazan completamente a AMPC^^ (69) y co­
mo demuestran las grâficas 24, 25 y 26 exhiben una alta 
cooperatividad homotrôpica.
Las ecuaciones del "modelo concertado" pueden 
tratarse convenientemente para obtener la siguiente ecua- 
ciôn:
Vmâx.'V ' (1+ _ p _  ) (1+ ^
S  ‘'a
que fue ya aplicada por Buc (78) al proceso de activaciôn 
de la fosforilasa b por AMP. En ella los sîmbolos utiliza- 
dos significan;
V : velocidad inicial de la reacciôn catalîtica a
una concentraciôn dada de nucleôtido (A) y de 
fosfato, (P).
Vmax * mâxima velocidad inicial (valor de saturaciôn)
de la reacciôn a una concentraciôn dada de fos­
fato.
Lq : constante de equilibrio transconformacional en­
tre las dos formas de la enzima, la de mayor 
afinidad hacia el ligando (R) y la de menor 
afinidad (T), es decir : Lo= ■ , en au-
sencia de ligando.
3.0
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Fig. 28.- Representaciôn de (V/Vmax“V) ' en funciôn de la 
concentraciôn de N^MeAMP a diferentes concentraciones de 
fosfato, • : 3 X 10"^M, O ; 9 x D : 1,8 x IQ-^M,
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Fig. 29. - Representaciôn de (V/Vmax-V)
concentraciôn de 6C1PRP a diferentes concentraciones de fos­
fato, • : 3 X 10-3m,D : 9 x 10"^M, A :  1,8 x O : 5,4
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K y : son rcsnectivamea±a_lae-constantes de disocia- p a
ci6n de los complejos fosfato-enzima y nucleo- 
tido-enzima  ^ estarido ésta en su forma R.
En las figuras 27, 28 y 29 se ha representado
C — —---- - ) funciôn de la concentraciôn de nucleô-
V -Vmax
tido (N^metilAMP, 1-NmetilAMP y ôClPR?) a diferentes con­
centraciones de fosfato. Los resultados obtenidos se ajus-
tan perfectamente a rectas, de acuerdo con lo predicho en 
el modelo de Monod. Las ordenadas en el origen de estas s s»
rectas son (l/Lo)^/^(l+— —  ), Representando los valores
'‘F
de estas ordenadas en el origen en funciôn de la concentra­
ciôn de fosfato se obtienen (fig. 30) Lo y K^, de
las ordenadas en el origen y de las pendientes respectiva- 
mente. Los datos alostéricos asî obtenidos se han resumido 
eÿ' la tabla V.
Efecto de la temperatura
Se obtuvieron las constantes de mitad de activa­
ciôn mâxima, , de las curvas cinêticas de cada nucleô
tido (incluido AMP) a 4,10, 16, 18, 25 y 30°C. En la figu­
ra 31 se ha representado el log l/K^/? en funciôn de 1/T. 
En todos los casos se pusde observar una clara disconti 
nuidad en el intervalo de 16-18°C. Estos resultados indi- 
can que la enzima sufre un cambio conformacional entre es­
tas temperaturas, apoyando hipôtesis previas (11,100) y en 
perfecto acuerdo con los datos analizados en el apartado 
(IV-3). Es preciso hacer notar que el intervalo de tempe-
AMR
N -6-M eA M P
6 0  AMP
o>
3.5 N 1 MeAMP
3.603.40330 3.50
Fig. 31.- Variacion de la de activaciôn mâxima en funciôn
del inverso de la temperatura.
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raturas de transiciôn difiere ligeramente de los reporta- 
dos en los artîculos citados.
Valoraciôn de "cisteînas lentas"
Los resultados obtenidos a 25°C muestran que apro- 
ximadamente dos residuos de cisteîna por mol de monômero de 
enzima reaccionan con DTNB. Para minimizar los errores ex­
périmentales se ha trabajado a 430 nm longitud de onda prô- 
xima a la del mâximo de absorciôn del aniôn TNP (412 nm).
Los dos grupos "cisteina lentos" reaccionan ca- 
si completamente, (90-95)% en aproximadamente una hora. Las 
fig. 32 y 33 demuestran que ambas "cisteînas lentas" son 
protegidas por todos los nucleôtidos estudiados contra su 
reacciôn con DTNB dependiente dicha protecciôn del tiempo 
de incubaciôn de la enzima con el nucleôtido. La protecciôn 
es mayor cuanto mayor es el tiempo de incubaciôn (las cons­
tantes de velocidad de valoraciôn de los dos grupos 
"cisteina lentos " y se afectan ) , alcanzando un
valor estable a partir de los 8 minutos. Por esta razôn, en 
todos los experimentos realizados se anadiô el reactivo 
(DTNB) despuês de incubar 10 minutos la enzima con el nu­
cleôtido .
El mecanismo de protecciôn de las "cisteînas len­
tas" por los nucleôtidos estudiados difiere de unos a otros. 
Asî, a bajas concentraciones de nucleôtido se observa (en 
algunos casos) una desprotecciôn parcial de las cisteînas.
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Fig. 32.- Dependencia de las constantes de velocidad y Kg 
de valoraciôn de SH en funciôn de la concentraciôn de nucleo- 
tido.
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que se traduce en una mayor velocidad de reacciôn de és- 
tas con DTNB. Para el complejo enzima 6C1PRP este efecto 
tiene lugar en el intervalo de concentraciones de nucleô­
tido comprendido entre (0.35 - 1.10) x 10"*M y para el 
complejo 1-N-metilAMP en la regiôn : (0.5-2.5) x lO’^ M. 
Ademâs, en algunos casos, la protecciôn sigue un comporta- 
miento claramente sigmoideo revelando la existencia de in­
teracciones homotrôpicas (vêanse las fig. 32 y 33).
En la tabla VI se dan los valores de 
y ^1/2(^^2^ tornados como las concentraciones de nucleôti­
do précisas para producir la mitad de la protecciôn mâxi­
ma alcanzable por cada nucleôtido de los grupos -SH^ y 
-SHg, respectivamente. Se han estimado a partir de las fi­
guras 32 y 33.
Discusiôn
La activaciôn producida por los anâlogos de AMP 
estudiados sigue el modelo concertado, lo que concuerda 
con que sea la transiciôn concertada zzz^ Eg la responsa­
ble de la activaciôn enzimâtica para todos ellos, de mane­
ra similar a lo que ocurre con AMP, dado que son los esta­
dos Eg y Q los ûnicos que parecen ser activos, segûn se con 
cluyô en el capitule V. Sin embargo, los distintos nucleô­
tidos estudiados conducen a diferentes estados enzimâticos 
finales como lo demuestran los diferentes valores de ob­
tenidos para cada nucleôtido (tabla V), aunque estas dife-
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rencias en el estado final alcanzado tengan poca repercu- 
si6n sobre el centro catalitico de la enzima ya que la ac­
tivaciôn mâxima alcanzada por los diferentes nucleôtidos 
es similar. No obstante, la afinidad de la enzima hacia el 
fosfato si varia de unos estados finales inducidos a otros, 
siendo AMP el que conduce al estado de mayor afinidad ha­
cia el sustrato. A partir de los datos expuestos en la ta­
bla V puede concluirse que 1-N-metilAMP y N^metilAMP llevan 
a la enzima hacia el mismo estado final, en tanto que el 
estado enzimâtico inducido por 6C1PRP puede considerarse 
intermedio entre el anterior y el inducido por AMP. Los re­
sultados de las energies de activaciôn (tabla VII) y de 
protecciôn de -SH lentos (tabla VI) confirman la inducciôn 
de diferentes estados conformacionales por los diferentes 
anâlogos.
Los resultados de la tabla IV muestran que la en- 
trada de un grupo metilo en el N(l) de la base disminuye 
drâsticamente la "cooperatividad aparente" del proceso de 
activaciôn, aunque todos los nucleôtidos estudiados (in­
cluido 1-N-metilAMP) exhiben una alta cooperatividad homo­
trôpica entre dos sitios de uniôn por dimero. Parece, pues, 
que el âtomo de N(l) del anillo de adenina desempeAa un im­
portante papel en el proceso de activaciôn enzimâtica.
Estudios conformacionales llevados a cabo con la 
molêcula de AMP (119) concluyen que ésta puede considerarse 
en equilibrio termodinâmico entre dos conformaciones dife--
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rentes: ”syn’’ y ’’anti", predominando esta ûltima (66%).
Por estudios de RSE y RMN (120) se ha demostrado que la 
interacciôn entre AMP y el complejo enzima-Mg** conduce 
al complejo ternario: AMP-(Mg** enzima), en el que el 
nucleôtido se halla fuertemente inmovilizado, adoptando 
una conformaciôn rîgida.
A continuaciôn analizaremos si los resultados 
mecanocuânticos obtenidos por Pullman y Pullman (121),que 
indican la quelaciôn de la ,*denina (base del nucleôtido) 
con Mg** via el NC7) del anillo y el N del grupo amino, 
son vâlidos para la quelaciôn que ha de tener lugar en 
el seno de la fosforilasa b entre AMP y Mg**.
Okazaki y col. (113) comunicaron que con el de- 
rivado de AMP : 9-p-D-ribofuranosil-6-cloro-3-deazapuri- 
na-5' fosfato, la activaciôn mâxima enzimâtica alcanza sô- 
lo un 26% de la activaciôn mâxima inducida por AMP y su 
Ki/2 de activaciôn es 120 veces mayor que la de AMP. Es­
tes investigadores atribuyeron tan drâsticos efectos a la 
sustituciôn del grupo amino en C(6) por un âtomo de clo- 
ro. El resultado obtenido con 6C1PRP demuestra que esa hi- 
pôtesis ha de ser necesariamente errônea (véase la tabla 
IV). La ûnica explicaciôn que resta consiste en atribuir- 
las a la eliminaciôn del âtomo N(3) del anillo de adenina. 
Ahora bien, los estudios conformacionales realizados en la 
molécula de AMP muestran la importancia del N(3) del ani­
llo de adenina y del -OH (en 2’) de la ribcsa para la es-
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tabilizaciôn de la conformaciôn "syn" del nucleôtido 
(119). Por tanto, dada la gran importancia que ambos gru- 
pos citados poseen en la uniôn de AMP a la enzima, es lô- 
gico concluir que AMP adopta en el complejo que forma con 
la fosforilasa b su conformaciôn "syn". Esta hipôtesis 
se ve apoyada por la baja activaciôn y mala fijaciôn de 
-AMP y con que 3-isoAMP posea la misma afinidad que 
AMP hacia la enzima y active un 40% mâs que ëste, ya que 
en este nucleôtido la repulsiôn entre la base y el fosfa­
to (que inestabiliza parcialmente la conformaciôn syn) se 
ve disminuîda.
Por otra parte, si las hipôtesis de Pullman y 
Pullman (121) se verificaran en la fosforilasa b, el gru­
po amino en el C(6) de la adenina no habrîa de ser im- 
prescindible pues la quelaciôn de la base con Mg** por di- 
cha posiciôn sôlo exige en ella un grupo con pares elec- 
trônicos sin compartir, con capacidad donadora de elec- 
trones.
En las tablas IV y V puede observarse que N^- 
metilAMP y 6C1PRP son casi tan buenos activadores como el 
propio AMP, siendo ademâs las constantes de disociaciôn 
de sus respectives complejos nucleôtido-enzima casi idén- 
ticas a la del complejo AMP-enzima. Estos hechos confir- 
man la hipôtesis anterior, pudiendo atribuirse las peque- 
fias diferencias en las constantes de disociaciôn a las di- 
ferentes capacidades donadoras de electrones de los grupos
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sustituyentes en el C(6) del anillo de adenina. El resul* 
tado obtenido por Okazaki y col. (113) con N^N^-dimetil- 
AMP apoya también la hipôtesis anterior, pues muestra una 
constante de mitad de activaciôn sôlo ligeramente superior, 
hecho que puede atribuirse al volumen de los grupos metilo.
Por otra parte, de acuerdo también con las hipô­
tesis de Pullman (121) los nucleôtidos 7-deaza-AMP y 9-p - 
D-ribofuranosilpurina-5*-fosfato poseen una débil afinidad 
hacia la enzima, pero alcanzan el mismo nivel de activa - 
ciôn de AMP (113). Esto puede interpretarse fâcilmente si 
considérâmes que el efecto del Mg** consiste simplemente 
en una elevaciôn de la afinidad de la enzima hacia AMP, 
sin afectar el nivel de mâxima activaciôn alcanzada y que 
en estos derivados se han eliminado puntos de quelaciôn 
del Mg** con AMP.
La modificaciôn covalente en el N(l) del ani­
llo de adenina reduce la afinidad de la enzima hacia el 
nucleôtido, asî la constante de disociaciôn del 1-N-me- 
tilAMP es diez veces superior a la de AMP, al tiempo que 
la cooperatividad del proceso de activaciôn disminuye.
Estos resultados pueden ser interpretados de dos maneras 
diferentes: a) la enzima se une directamente al âtomo de 
N(l) de la adenina; (b) la interacciôn de la enzima con 
la adenina de la molécula de AMP viene determinada prin- 
cipalmente por la distribuciôn electrônica de la nube 
del anillo de adenina. Si la hipôtesis (b) fuera cierta
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la afinidad de la enzima baola metllAMP y dlmetil-
AMP deberla aer mayor que la afinidad de la mlama hacia 
AMP. Los resultados dados en la tabla iV muestran que es­
to no es oieirfeo, lo oual invalida esta faipdtesis.
Los nuoledtidos eatudlados presentan una mayor 
afinidad baola la enzima a temperatures inferiores a (l6- 
18)°C, temperature a la que la enzima sufre un cambio con- 
formaoional. Como se deduce directamente de los valores de 
K^/2 (activaoidn) a para los diferentes nucleôtidos
estudiados, el estado conformacional enzimdtico estabili- 
zado a temperatux*as inferiores a la temperature de transi# 
ciôn présenta una mayor sensibilidad hacia pequeflas modi- 
ficaolones en la base de la molôcula de AMP que el predo­
minant e a temperatures superiores a dicba temperature de 
transloiôn. Sn el intervalo de 4 a 30*C la cooperatividad 
del proceso de aotivaoiôn permaneoe constante para cada 
nucleôtido. Como el valor de proporoional a la
constante de disooiaoiôn y a la cooperatividad del proce­
so pueden obtenerse las entalplas de los complejos nucleô­
tido-enzima a partir de las pendientes de las reotas de la 
flg»30. Los valores obtenidos se dan en la tabla VTI.
La oonstanola del Intervalo de temperatura en 
el que tiene lugar la transieiôn oonformacional difiere 
de les resultados reportados en la bibliografla (il) que
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muestran como este intervalo varia o bien cuando la enzi­
ma se modifica en la zona de uniôn del piridoxal-5*-fos­
fato o por la acciôn de AMP sobre la enzima. Como los di­
ferentes nucleôtidos estudiados producen distintos cam- 
bios conformacionales en la enzima, la constancia en el 
intervalo de temperaturas de transiciôn demuestra que di- 
cho intervalo es sôlo afectado por modificaciones en la 
enzima que afecten a la regiôn enzimâtica implicada en 
la uniôn del piridoxal-5*-fosfato. Por otra parte, los 
valores de entalpla . van’t Hoff dados por Kastenschmidt 
y col. (11) difieren de los de formaciôn del complejo AMP 
fosforilasa b , a temperaturas inferiores a la temperatu­
ra de transiciôn, siendo la misma a temperaturas superio­
res a êsta. Esto indica que a temperaturas superiores a 
(18-20)°C la contribuciôn mâs importante a la entalpla 
\^ an't Hoff proviene de la formaciôn del complejo AMP-fos- 
forilasa b .
Puesto que el proceso de ruptura del glucôgeno 
se utiliza como fuente de energla por el organisme (120) 
los resultados mostrados en la tabla Vil muestran que di- 
cho proceso se ve favorecido a temperaturas superiores a 
20*C.
Los cambios entrôpicos asociados a la formaciôn 
del complejo nucleôtido-fosforilasa b (tabla Vil), a 25*C 
fueron calculados utilizando la constante de equilibrio 
global, K^, del proceso. (Recordando que la activaciôn
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por los nucleôtidos estudiados sigue el modelo de Monod 
con uniôn exclusive de AMP al estado R ; = L^.K^ ,
donde es la constante de equilibrio transconformacio- 
nal a una concentracion dada de fosfato y es la cons­
tante de disociaciôn del complejo nucleôtido-enzima (for 
ma R) :
; ! I -z,
I ! I
despreciando la uniôn de la segunda molécula de nucleôti­
do, que no ha de producir alteraciones entrôpicas aprecia- 
bles.
Los valores obtenidos para S demuestran 
que los nucleôtidos estudiados en este apartado producen 
grandes cambios conformacionales en la enzima. Corroboran, 
asimismo, la conclusiôn - obtenida a partir de los valores 
de Lq - de que 1-N-metilAMP y N^-metilAMP inducen estados 
enzimâticos muy similares.
El 6C1PRP, que posee el sustituyente mâs peque- 
no en C(6) del anillo de adenina, es el que provoca el me­
ner cambio entrôpico.
Ademâs de estas diferencias pueden seBalarse 
las siguientes, en el comportamiento de los complejos 
anâlogos de AMP (estudiados) - fosforilasa b :
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i) La funciôn de saturaciôn, Y , que puede obtener­
se fâcilmente a partir de los parâmetros alostéricos dados 
en la tabla V (12) es diferente para los distintos nucleô­
tidos a la concentraciôn de nucleôtido précisa para produ­
cir la mitad de la activaciôn mâxima propia de cada nucleô­
tido. El valor de habrîa de ser igual a 0,5 si AMP
participara directamente en la inducciôn de la actividad 
catalitica de cada subunidad. Sin embargo, los valores cal­
culados de son: CAMP) = 0,125; K^yg (N^metilAMP)
= 0,27; Kjy2 (1-N-metilAMP) = 0.39 y K^yg (6C1PRP) = 0.185.
ii) El orden cualitativo de L^ de los cuatro nu­
cleôtidos - obtenido a partir de y - varia con la 
concentraciôn de fosfato.
Por consiguiente, pequeBos cambios en la base de 
la molécula de AMP afectan al mecanismo catalitico de una 
manera compleja. Estos resultados parecen apoyar la hipô­
tesis de que AMP sôlo desempefia un papel indirecte y regu- 
lador en el proceso catalitico (5).
Los resultados de valoraciôn de las dos "cistei- 
nas lentas" por DTNB permiten concluir que los nucleôtidos 
estudiados (incluido AI4P) protegen a éstas de un modo indi­
recte, ya que la protecciôn no es compléta y las constantes 
de semiprotecciôn de los -SH lentos (tabla VI) no coinci- 
den con las constantes de disociaciôn de los complejos nu­
cleôtido-enzima ni con los valores de K^yg activaciôn. El
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1-N-metilAMP es el nucleôtido que difiere mâs en su compor­
tamiento respecto de los demâs, ya que protege muy débil- 
mente los dos residuos de "cisteînas lentas" (las y ^2 
sôlo disminuyen hasta un 75% de su valor en la enzima so­
la) , lo que parece confirmar la hipôtesis de que en este 
nucleôtido ha desaparecido un punto de uniôn directe con 
la enzima (N (1) ) que ha de alterar, consecuentemente,
la posiciôn de la base de la molécula de AMP en su sitio 
de uniôn, afectando ademâs la interacciôn de la misma con 
un grupo aromâtico de la enzimaf^122).
La sustituciôn en el C(6) del grupo amino por 
un âtomo de cloro no altera significativamente el nivel 
de mâxima activaciôn alcanzado por la enzima, aunque sî 
afecta fuertemente el mecanismo y balance energético del 
proceso de activaciôn. Concordantemente, los resultados 
de la valoraciôn de "-SH lentos" muestran caracterîsti- 
cas diferentes al comparar los resultados obtenidos con 
los diferentes anâlogos de AMP.
Estas diferencias pueden resumirse como una 
pêrdida en la capacidad de discriminaciôn entre ambas 
cisteînas lentas en el caso de la acciôn de 6C1PRP res­
pecto a la de AMP; gran similitud de las constantes de 
velocidad y Kg en valor absoluto y en funciôn de la 
concentraciôn de nucleôtido. En otras palabras: la base 
del nucleôtido adopta una posiciôn relativa respecto de 
las dos cisteînas forzosamente diferente a la adoptada
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por la adenina (base de AMP) ya que compiten por los mis­
mo s sitios de uniôn. En todos los casos, excepto para 
Ng-metilAMP ambas "cisteînas lentas" comienzan a ser pro- 
tegidas a la misma concentration de nucleôtido (que difie­
re de unos a otros) - véase la tabla VI. Para N^-metilAMP 
el grupo amino sustituîdo ha de conducir a un diferente 
posicionamiento de la base pûrica respecto de los dos gru­
pos -SH, lo que puede explicarse si se considéra la pro­
tecciôn selectiva de un grupo -SH lento en la uniôn direc- 
ta del nucleôtido, y el otro en el cambio conformacional 
inducido por el activador. Puesto que el proceso de uniôn 
de este nucleôtido a la enzima parece seguir el "modelo 
concertado" lôgicamente el porcentaje de protecciôn del 
-SH lento protegido por el cambio conformacional ha de ser 
mayor a menor concentraciôn de nucleôtido (-SH^) que el 
porcentaje de protecciôn del -SH lento protegido en la 
uniôn del nucleôtido a sus sitios especîficos en la enzi­
ma (-SHg). Por tanto, el grupo -SHg ha de hallarse mâs 
prôximo al sitio de uniôn de AMP que el grupo -SH^.
Si se comparan los datos de la tabla V con los 
obtenidos en la valoraciôn de las "cisteînas lentas" por 
DTNB résulta claro que pequefias alteraciones en la posi­
ciôn de la base pûrica del nucleôtido (por consiguiente, 
de ëste en el sitio de uniôn) modifican la afinidad de la 
enzima hacia el fosfato, lo que puede entenderse si los 
sitios de uniôn de AMP y del fosfato se hallan prôximos en
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la enzima, ccnfirmando los datos obtenidos con otras têc- 
nicas (6, 49, 122).
II. Resultados microcalorimétricos
La figura 34 muestra que los anâlogos de AMP 
estudiados (6C1PRP, N^-metilAMP, 1-N-metilAMP e IMP) des- 
plazan al AMP' - C , a 25*C. Todas las curvas de 
desplazamiento de AJ^ P-C^ "^  por los nucleôtidos citados pue­
den superponerse dentro de los errores expérimentales co- 
rrigiendo la concentraciôn de los mismos por un factor 
constante, propio de cada uno de ellos (véase la ta­
bla VIII). Los valores de | se han obtenido a partir de 
la relaciôn K1/2 fcaza) '''^ 1/2 caza^NMP). ^onde
es la concentraciôn de nucleôtido (NMP) précisa para pro­
ducir un desplazamiento del 50% del compuesto radiactivo 
unido a la enzima. Lôgicamente este factor, ha de estar 
relacionado con la afinidad relativa de la enzima hacia 
los distintos nucleôtidos respecto de AMP. Puede observar­
se que, en perfecto acuerdo con los datos cinêticos obte­
nidos, N^-metil AMP présenta la misma afinidad que AMP ha­
cia la enzima, siendo menor la del 1-N-metil AMP.
En las,figuras 35, 36, 37 y 38 se dan los resul­
tados obtenidos en la valoraciôn entâlpica a 25*C de la 
fosforilasa b (2,67 mg/ml) por N^-MetilAMP, 1-N-metil-AMP, 
6C1PRP e IMP, respectivamente. Pueden observarse las si­
guientes analogîas y diferencias:
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a) Excepto IMP los demâs anâlogos presentan dos mesetas 
claramente definidas que revelan al igual que AMP, la exis 
tencia de dos clases de sitios de uniôn de diferente afi­
nidad hacia los nucleôtidos. Siguiendo la clasificaciôn 
dada por Bue y col. (69) estos anâlogos de AMP, excepto 
IMP, pueden ser considerados de la clase de AMP.
b) En todos los casos estudiados, excepto para IMP, el 
carâcter sigmoideo en la regiôn de saturaciôn de la prime­
ra clase de sitios es évidente, observândose la existencia 
de una fuerte cooperatividad homotrôpica.
c) La cooperatividad de la segunda regiôn de las curvas 
se ve fuertemente afectada por sustituciones quîmicas en 
la molécula de AMP. Asî, N^-metilAMP y 6C1PRP no exhiben 
cooperatividad en el proceso de saturaciôn del tipo de si­
tios de menor afinidad.
d) La valoraciôn entâlpica de la fosforilasa ]b por IMP da 
una curva hiperbôlica que révéla una total ausencia de 
cooperatividad en el proceso de interacciôn de IMP con la 
fosforilasa b .
e) Las entalpias de las primeras mesetas de las curvas de 
valoraciôn entâlpica de la enzima por 1-N-metilAMP, N^-me- 
til-AMP y 6C1PRP son diferentes entre si y distintas a las 
de la curva de AMP, lo que révéla una diferente interac­
ciôn en los casos citados que conduce a estados finales 
distintos, puesto que, segûn se concluyô en el estudio
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realizado con AMP, la aportaciôn entâlpica mâs importante 
a la entalpla total medida, proviene del cambio conforma­
cional producido por el nucleôtido en la enzima, conclu­
siôn que se ve confirmada por los resultados cinêticos.
Los elevados cambios entâlpicos medidos inducen 
a considerar la posibilidad de tetramerizaciôn de la fos­
forilasa b en estos casos, por similitud a lo que ocurrîa 
con AMP. Los resultados de ultracentrifugaciôn realizados 
a 25®C demuestran que N^-metil-AMP, 1-N-metilAMP y 6C1PRP 
tetramerizan completamente a la fosforilasa b (2,67 mg/ml) 
a concentraciones de nucleôtido de saturaciôn de la segun­
da meseta de la curva calorimêtrica, ya que la enzima mi­
gra en estas condiciones en un solo pico simétrico de 
(12.8-13.2)8. En las condiciones anteriores, pero a con­
centraciones de los nucleôtidos de saturaciôn de la pri­
mera meseta, la enzima migra, en su mayor parte, con un 
coeficiente de sedimentaciôn igual a 8.68 (dîmero), apa- 
reciendo también un pico muy pequeflo ( < 5% del total de 
enzima) que corresponde al tetrâmero de la fosforilasa b. 
8in embargo, IMP a concentraciones de saturaciôn (lO'^M) 
es incapaz de tetramerizar a la enzima (2,67 mg/ml) que 
migra, con un coeficiente de sedimentaciôn de 8.68 (dî­
mero) .
El anâlisis cuantitativo de las curvas de valo­
raciôn entâlpica de la fosforilasa b por N^metil-AMP,
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1-N-metil-AMP, 6C1PRP e IMP revela que todos estos nu­
cleôtidos presentan diferencias apreciables con respec 
to a AMP en su acciôn sobre la fosforilasa b.
La primera regiôn de la curva de la fig. 36, 
correspondiente a 1-N-metilAMP puede ser tratada siguien 
do el método y esquema cinético utilizado para el anâli­
sis de la primera regiôn de la curva de AMP (véase el a- 
partado IV-4). Como se demostrô alll, para sistemas alo£ 
téricos que siguen el modelo concertado con uniôn exclu­
sive del ligando a un estado (estado R^) y fuerte inte­
racciôn homotrôpica entre dos sitios. En la tabla IX se 
dan los valores (^^L^ y que permiten un buen aju£
te de la curva teôrica a los datos expérimentales obte­
nidos para la primera regiôn de la curva de la fig. 36.
La primera regiôn de las curvas de valora­
ciôn entâlpica de la fosforilasa b por N^-metilAMP y - 
6C1PRP pueden ser descritas también siguiendo el trata 
miento utilizado para AMP y 1-N-metilAMP. No obstante,
los valores de las constantes de disociaciôn que
R
se obtienen son anormalmente bajos (^ 10"^M) y los -
valores de excesivamente elevados al ser compa-
rados con los obtenidos por métodos cinêticos. El pro­
ceso de saturaciôn entâlpico de la primera clase de s^ 
tios de uniôn por metilAMP y 6C1PRP puede también - 
describirse mediante un tratamiento alostérico que po£ 
tule una alta cooperatividad "aparente" entre cuatro - 
centros independientes de uniôn. La entalpla en el pro
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ceso de saturaciôn se rige entonces por la ecuaciôn:
 ^  ^ A Hy a ( l + o )  (VI-I)
( 1) A H ( 1) L a + ( 1+ a ) 2 ( 1+o4 )
P 9
donde todos los sîmbolos utilizados poseen el signifi- 
cado previamente dicho. Se ha considerado que
( O l . C1)l^ / (l+o)2
entendiendo que la enzima présenta dos centros de uniôn 
por dîmero capaces de interaccionar fuertemente con los 
de otro dîmero, exigiendo el proceso de cambio transcon 
formacional la uniôn de una molécula de nucleôtido por 
dîmero. Los valores obtenidos para y siguien
do un ajuste paramétrico de y (^^L^ para adecuar
la expresiôn (VI-2) a los resultados expérimentales, se­
dan en la tabla IX.
El anâlisis cuantitativo de la segunda regiôn 
de la curva de 1-N-metilAMP mostrada en la fig. 36 se ha 
realizado de la misma forma que la segunda regiôn de la 
curva de valoraciôn de la fosforilasa con AMP, los resul^  
tados obtenidos se dan en la tabla IX.
El tratamiento teôrico de las regiones hiper 
bôlicas de las curvas de 6C1PRP y NômetilAMP se ha hecho 
considerando el siguiente esquema cinético de saturaciôn, 
basado en la existencia de dos sitios de uniôn por dîme­
ro (unidad funcional):
kt
E + 2A   EA, 1/20A. fVI-21
(a)  ^ *
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donde :(E), es el estado dimérico de la fosforilasa b al 
que se llega despuês de saturar la primera clase de si­
tios de uniôn.(A), es el nucleôtido y QA^ es el tetrâme­
ro de fosforilasa b saturado por el nucleôtido.
El tetrâmero se forma, pues, una vez saturados 
los sitios de débil afinidad hacia el nucleôtido en el 
dîmero, en complète paralelismo con el AMP. Otra posibi^ 
lidad cinética no permite un ajuste de los datos exper^ 
mentales.
De manera similar a la seguida por Wadso y col. 
(123) para la interacciôn lisozima-N-acetilglucosamina, 
se deduce la ecuaciôn siguiente, consideranco que la en­
talpla de uniôn del nucleôtido a la enzima puede despre- 
ciarse frente a la entalpla de asociaciôn de esta:
AQ * ■ ----  (VI-3)
+ [A] 2
donde: aQ es el calor medido a una concentraciôn (A) de
nucleôtido; AQ , es el calor de saturaciôn de la cur- max
va de valoraciôn; kj, es la constante de disociaciôn glo­
bal del complejo EA2 relacionada con la constante intrin
2
seca de disociaciôn k^, por la relaciôn: ky=k (107)
A partir de las representaciones grâficas de 
1/aQ frente a 1/(A) (fig. 39) de las segundas regiones 
de las curvas dadas en las figuras 35 y 37, se han obte­
nido y de la ordenada en el origen y de la pen-
diente, de acuerdo con la ecuaciôn
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Fig. 39.- Representacion de inversos de los resultados calorimétricos 
de la segunda region de las curvas de las figuras 35 y 37.
4 6C1PRP, N^MeAMP.
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Fig. 40. - Valoraciôn calorimêtrica de la interacciôn fosforilasa b 
N MeAMP, en funciôn de la concentraciôn de enzima. RecuadroT 
Entalpia de interacciôn de los resultados anteriores.
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2 k. 1
+ -----—  .  r- (VI-4)
AQ AQmax AQmax (*)
Los valores de k y AH se dan en la tablat max
IX.
La ecuaciôn que rige la saturaciôn entâlpica de 
IMP es la utilizada previamente por Wadso y col. (123) para 
el sistema citado anteriormente. Una representaciôn de in­
versos permite obtener los valores de y dados en
la tabla IX, a partir de la pendiente y ordenada en el or^ 
gen. La expresiôn dada por Wadso y col. para este tipo de 
sistemas es:
aq = — ---- (vi-s)
ICj. + (A)
En la tabla X se han resumido los datos termo- 
dinâmicos, AG°y àS° asociados a la interacciôn de los dis­
tintos nucleôtidos con los sitios de mayor y menor afinidad 
enzimâticos (para IMF los de su uniôn a la ünica clase de 
sitios que reconoce en la enzima). El proceso es, en todos 
los casos, claramente espontâneo y exotêrmico. De entre 
todos ellos es AMP el que produce un mayor cambio entrôpi­
co al unirse a los sitios de mayor afinidad, y el menor 
AS*al unirse a los sitios de menor afinidad.
Transiciôn conformacional enzimâtica dependien- 
te de la concentraciôn de fosforilasa b .
Se ha realizado un estudio de las interacciones
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entre la enzima y 1-N-metil-AMP, N^metil AMP e IMP en 
funciôn de la concentraciôn de enzim% , para comprobar 
si estos nucleôtidos se comportaban de manera similar 
al AMP.
En las figuras 40, 41 y 42 se han represen- 
tado los resultados obtenidos. Puede observarse que exi£ 
te un ligero desplazamiento en el intervalo de transi­
ciôn detectado por 1-N-metilAMP. Sin embargo, el caso 
mâs interesante es el de IMP. Su comportamiento difiere 
de todos los demâs analizados hasta ahora (véase el ca­
pitule V y las fig. 40 y 41), Como puede observarse en 
la fig. 42 al disminuir la concentraciôn de enzima se 
produce un brusco aumento on la entalpla de interacciôn 
IMP-fosforilasa b que puede explicarse suponiendo una 
interacciôn inespecifica a muy elevada relaciôn de molé 
culas de IMP/moléculas de enzima, ya que no se detecta- 
la presencia de agregados (distintos de dîmero) de fos­
forilasa b en presencia de IMP.
Por esta razôn, se ha realizado un estudio 
de la variaciôn de la entalpla de interacciôn IMP-fosfo 
rilasa b a concentraciôn de enzima de 1,0 mg/ml. En la 
fig. 43 se dan los resultados obtenidos, junto con los 
de 2,67 mg/ml de enzima, representados en funciôn de la 
relaciôn de molêculas de IMP a moléculas de enzima. Pue 
de apreciarse que la saturaciôn entâlpica tiene lugar en 
el mismo intervalo; es decir, que al igual que ocurrîa
120
900
'07 00
300
20 40 5lO 
[Ph b], mg/ml
Fig. 41.- '\^ aloracion calorimêtrica de la interacciôn fosfo­
rilasa b-N MeAMP, en funciôn de la concentraciôn de en­
zima. Recuadro: Entalpia de interacciôn de los resultados 
anteriores.
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Fig. 42.- a) Valoraciôn calorimêtrica de la interacciôn fosforilasa b 
IMF en funciôn de la concentraciôn de enzima. b) Entalpia de inter­
acciôn fosforilasa-IMP.
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fig. 43.- Valoracion entâlpica de la fosforilasa b por IMP, en 
funcion de la relacion [IMPl/[Ph b]
------  [Ph b] = 2, 66 mg/ml. -[Ph b] = 1 mg/ml.
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Fig. 44.. - Entalpia de interaccion de la fosforilasa b 
por IMP, en funcion de la concentracion de enzima~. 
En los experimentos se ha mantenido constante la re 
lacion [IMP]/[Ph b].
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con AMP, es la relaciôn de moléculas de nucleôtido/inolé 
culas de enzima la que détermina el grade de saturacidn 
entâlpica. Manteniendo constante la relaciôn moléculas- 
de IMP/moléculas enzima se ha estudiado como se ve afec 
tada la entalpîa de interacciôn IMP-enzima por la con- 
centraciôn de esta. Los resultados expérimentales se - 
dan en la figura 44 y confirman la hipôtesis utilizada 
para explicar los resultados de la fig. 42, es decir,- 
la existencia de interacciones no especificas de IMP - 
con la enzima a muy elevado valor de la relaciôn molé­
culas IMP/moléculas enzima. Una vez controlada esta va 
riable, la transiciôn adquiere las mismas caractérisai 
cas que la observada para AMP, excepte que en este ca­
se, la uniôn de IMP al estado enzimâtico de baja con- 
centraciôn es menos exotérmico que cuando la uniôn es- 
al estado enzimâtico de alta concentraciôn.
Segûn se discutiô en el capitule V, la agre 
gaciôn de la enzima en presencia de AMP se ve fuerte- 
mente afectada por esta transiciôn conformacional, por 
le que se ha investigado el comportamiento de los nucleô 
tidos estudiados en este sentido.
Los experimentos de ultracentrifugaciôn 11e- 
vados a cabo (véanse métodos) muestran que N^-metil-AMP 
y 1-N-metilAMP presentan un comportamiento idéntico al- 
encontrado para AMP. Ambos agregan completamente la en­
zima a tetrâmero (12,8-13,2) S, si la concentraciôn de-
-104-
ésta es igual o superior a 2,67 mg/ml, A una concentra­
ciôn de enzima igual a 1.0 mg/ml. ambos son incapaces - 
de tetramerizar la fosforilasa b, a la que llevan a un- 
estado dîmero que posee un coeficiente de sedimentaciôn 
de (8.9-9.1) S.
• ?
La enzima en presencia de IMP 10" M migra en 
un solo pico de coeficiente de sedimentaciôn igual a - 
9.1 S a una concentraciôn de enzima igual a 1.0 mg/ml y- 
con un coeficiente de sedimentaciôn C.6 S a una concen­
traciôn de fosforilasa b igual a 5,0 mg/ml.
En la Tabla XI se han resumido los datos de 
las entalpîas de interacciôn de la fosforilasa b con - 
los nucleôtidos estudiados.
Discusiôn:
Los resultados expuestos demuestran que la- 
interacciôn con la enzima de los anâlogos de AMP estu­
diados no es la misma en todos los casos, confirmando- 
las conclusiones obtenidas por estudios cinéticos. No- 
obstante, las modificaciones quîmicas realizadas en el 
anillo de adenina, (excepte IMP) sôlo producen pequeAas 
alteraciones en la actividad catalitica. No ocurre asi 
en la acciôn estructural de AMP, revelada por los datos 
calorimétricos. Los resultados obtenidos por métodos c^ 
néticos indican que el grupo amino y el N-1, de la ade­
nina libre no son imprescindibles para el proceso de ac 
tivaciôn, pudiendo ser sustituidos por otros grupos, -
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como se detallô anteriormente. Por otra parte, la coo- 
peratividad que muestra el proceso catalîtico no se ve 
afectada prâcticamente en los anâlogos (N^-metil-AMP y 
6C1PRP) pero si en el caso de 1-N-metilAMP. Desde un - 
punto de vista estructural, la cooperatividad en las - 
transiciones conformacionales producidas por la molécu 
la de AMP es fuertemente sensible a las alteraciones - 
citadas. Los resultados cinéticos y calorimétricos de­
muestran que AMP debe presentar dos facetas independien 
tes en su accién sobre la fosforilasa b:
a) Una estrictamente estructural.
b) Otra de accién directa, aunque no sencilla, 
sobre el mecanismo catalîtico.
A partir de los resultados microcalorimêtri- 
cos expuestos.parece claro que la base del nucleétido- 
juega un papel director en la accién estructural del - 
mismo sobre la enzima, dada la gran sensibilidad que la 
enzima muestra ante pequenas alteraciones en la base - 
pûrica como lo demuestran los resultados expuestos y - 
otros recientemente publicados (124). Los resultados - 
microcalorimétricos demuestran que el grupo amino en - 
el C(6) es necesario para preserver la cooperatividad- 
asociada a los cambios conformacionales producidos por 
AMP en la fosforilasa b al unirse a los sitios de débil 
afinidad. El papel que desaempeAan los dos hidrégenos- 
del grupo amino aûn no es conocido. Puesto que este se 
gundo sitio parece ser que esté implicado en el proceso
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catalitico - véase el capîtulo V- la cooperatividad - 
que présenta la cinetica de activacién no ha de estar 
producida por los mismos grupos del activador alostê- 
rico,
No obstante, es preciso recordar que en las 
experiencias cinéticas se hallan présentes fosfato y- 
glucôgeno, que afectan fuertemente a la afinidad de - 
AMP hacia esta clase de sitios de menor afinidad sin- 
alterar significativamente la afinidad de la primera- 
clase de sitios. Este hecho puede llegar a producir - 
la saturaciôn del segundo tipo de sitios en el mismo- 
intervalo de concentraciones que el primero - fuerte­
mente cooperative en todos los casos- haciendo que la 
curva de velocidades iniciales en funciôn de la con- 
centracién de nucleôtido, présente una sola regién de 
saturaciôn con alta cooperatividad positiva.
El esquema conformacional enzimâtico pro- 
puesto en el capîtulo V, a 25°C, parece ser seguido- 
tan solo por 1-N-metilAMP, ya que el tratamiento teô 
rico de la curva entâlpica de este ûltimo nucleôtido 
a 2,67 mg/ml es formalmente idéntico al preciso para 
describir la curva de valoraciôn entâlpica de la fos­
forilasa b por AMP. Como se seftalô en resultados, la- 
saturaciôn de los sitios de menor afinidad por 1-N-me 
tilAMP présenta una menor cooperatividad intersitios- 
que para AMP, indicando que el N(l) del anillo de ade 
nina ha de desempeflar un importante papel en la tran£
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misiôn de interacciones homotrôpicas. Por otra parte, 
los estados conformacionales alcanzados por la acciôn 
de 1-N-metilAMP sobre la enzima han de ser diferentes 
a los inducidos por AMP puesto que las magnitudes en- 
tâlpicas medidas son sensiblemente diferentes (véase- 
la tabla IX). Puesto que la actividad catalîtica mâx^ 
ma del complejo (1-N-metilAMP-fosforilasa b) es muy - 
similar a la del complejo (AMP-fosforilasa b), el esta 
do dimôrico Ej y el tetrâmero han de ser muy similares 
en ambos casos. Basândonos en esta consideraciôn, hemos 
de concluir que el estado E.^ inducido por 1-N-metilAMP 
ha de ser muy diferente al inducido por AMP, estando - 
mucho mâs desfavorecido, como lo demuestra el alto va­
lor de obtenido para 1-N-metilAMP, respecte del-
valor obtenido para AMP. Las constantes obtenidas
R
para AMP y 1-N-metilAMP son iguales dentro del error - 
experimental, sin embargo los estudios cinéticos condu 
cen a muy diferentes valores. (véase tabla V). Lôgica- 
mente, esta diferencia ha de ser debida a la diferente 
acciôn del glucôgeno y fosfato sobre los estados confer 
macionales indu^idos por ambos nucleôtidos.
Los nucleôtidos 6C1PRP y N^-metilAMP han de - 
conducir, en la primera transiciôn alostérica, a la en­
zima hacia un estado similar al E^ (inducido por AMP),- 
como lo prueban su capacidad de tetramerizar por uniôn- 
directa del anâlogo de AMP a la clase de sitios de menor 
afinidad. La saturaciôn de esta clase de sitios de menor
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âfinidad no présenta caràicterîsticas alostéricas, de 
acuerdo con la no implicaciôn del equilibrio transco:* • 
formaciohal Eg en dicho proceso. Como se analizô
en los resultados microcalorimétricos, la descripciôn - 
teérica de los datos expérimentales obtenidos para la - 
saturaciôn de la primera clase de sitios de uniôn exige 
una alta cooperatividad entre 4 centres. Estas neçesida 
des formales en el tratamiento teôrico de los datos ca­
lorimétricos corroboran las hipôtesis enunciadas en la- 
discusiôn del apartado IV-4. Segûn aquéllas este tipo - 
de interacciôn puede entenderse considerando una fuerte 
interacciôn interdîmeros, mediante la acciôn del nucleô 
tide. Esta interacciôn interdîmeros exige la presencia- 
del K(1) de la adenina libre ya que la acciôn de 1-N-me 
tilAMP no puede ser descrita teôricamente por esté meca 
nismo. Por otra parte, se ve favorecida al aumentar la- 
capacidàd donadora de electrones en el grupo sustituyen 
te en el G (6) del anillo de adenina, casos de ôCiPRP y- 
N^-metil-AMP respecte de AMP, puesto que en AMP esta in 
teracciôn es mucho mâs débil que en los nucleôtidos se- 
Aalados. El efecto del sustituyente metilo en N(1) del- 
anillo de adenina puede ser interpretado también en el- 
mismo seiltido ya que disminuye la riqueza electrônica tt 
de la base pûrica y consecuentemente afectarâ la capac^ 
dad donadora de electrones del grupo amino en C(6).
En base a esta hipôtesis puede explicarse la
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distinta importancia que el estado conformacional E.j po 
see para los anâlogos estudiados. Si se considéra que la 
transiciôn E.| , créa nuevos centres de uniôn (dos
por dîmero) que posibilitan una alta cooperatividad homo 
trôpica entre 4 centres, el estado E^  no deberîa hallar- 
se présente en los casos de 6C1PRP y -metilAMP ya que- 
êstos inducen una muy fuerte interacciôn interdîmeros, - 
siendo précisa su aparlciôn para alcanzar una fuerte in­
teracciôn interdîmeros en una molécula con menor poten- 
cial de transmisiôn del efecto (AMP) y ha de estar muy- 
desfavorecido en el caso de 1-N-metilAMP, como lo corro 
bora el valor de obtenido. Esta explicaciôn se ve
fuertemente apoyada por los resultados dados en la tabla
X. Los valores de ASj®y ASjj®demuestran la gran importan 
cia que poseen los grupos amino en el C(6) y el N(1) de­
là adenina en los cambios conformacionales producidos - 
por AMP en la enzima, apoyando las hipôtesis analizadas 
previamente. Es preciso recalcar que no puede realizarse 
una exacta correlaciôn entre las propiedades termodinâmi^ 
cas de los complejos nucleôtido-enzima, dadas en la ta­
bla X, con los obtenidos por métodos cinéticos, (véase- 
en la tabla VII) debido a la presencia de glucôgeno y - 
fosfato en las experiencias cinéticas.
La importancia de la densidad electrônica en 
el N del grupo amino del C(6) concuerda plenamente con- 
las conclusiones obtenidas a partir de los resultados ci^
-110-
néticos.
Los resultados obtenidos para la entalpîa de 
interaccion IMP-fosforilasa b muestran la existencia - 
de una sola clase de sitios de uniôn para este nucleô­
tido, confirmando resultados previos de diâlisis (18)- 
y microcalorimetrîa (17), Estes resultados indican que 
el mecanismo de interacciôn IMP-fosforilasa b se ve li^  
geramente afectado por la presencia de glicerofosfato- 
(cuyo efecto es similar al del fosfato; véase el apar­
tado IV-1), ya que los datos expérimentales analizados 
presentan ausencia de fenômenos cooperatives en el pro 
ceso de saturaciôn entâlpica por IMP, en tante que en- 
presencia de glicerofosfato éstos se manifiestan, aun­
que débilmente (17). Atendiendo a las conclusiones rea 
lizadas previamente puede explicarse esta diferencia - 
considerando que en tampôn glygly IMP interacciona con 
el estado conformacional Eg y en tampôn glicerofosfato 
con el estado E^, fundamentalmente, explicaciôn que pue 
de asimismo justificar la gran diferencia entâlpica 
entre las mesetas de las curvas de valoraciôn de la en­
zima por IMP en tampôn glygly (fig. 38) y en tampôn gli^  
cerofosfato (17).
La hipôtesis realizada al analizar los resul­
tados, de que el calor producido en las primeras regio- 
nes de las curvas de valoraciôn entâlpica sea fundamen­
talmente debido a las transiciones conformacionales in-
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ducidas por los nucleôtidos se ve plenamente confirma, 
da por la relaciôn lineal que existe entre las K^yg c& 
lorimêtrica para el primer sitio y la X^yg de mitad de 
protecciôn del grupo "cisteina lento*' - el que se 
valora mâs râpido - (véase la fig. 45). Esta relaciôn 
de linearidad confirma asimismo la hipôtesis de que el 
grupo -SH sea el que se protege en el cambio conforma­
cional enzimâtico inducido por el nucleôtido (véase la 
discusiôn de los resultados cinéticos de este apartado).
Como se puntualizô previamente (cap.V) los 
valores de K^yg sôlo poseen valor comparativo en proce- 
sos de saturaciôn si la concentraciôn de enzima se man 
tiene constante. Si esto no ocurre es preciso considerar 
la relaciôn moléculas de efector/sitio. Al corregir, en 
este caso, los valores de K^yg de protecciôn del grupo 
SHp (Tabla XII) obtenidos para una concentraciôn de en 
zima igual a 1,0 mg/ml, a una concentraciôn de enzima - 
igual a 2,67 mg/ml (para normalizar la relaciôn molécu­
las efector/sitio con las calorimêtricas) puede observar 
se que dichos valores coinciden aproximadamente (excepto 
para IMP) con la concentraciôn de nucleôtido précisa 
para el comienzo de la segunda region de la curva de va 
loraciôn entâlpica de cada nucleôtido. Por otra parte, 
el salto entâlpico asociado a la segunda regiôn de las 
curvas calorimêtricas (figs. 35, 36 y 37) es muy eleva­
do, del orden de las entalpîas de formaciôn de puentes
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disulfuro (AH^g_gy= -(284±4) kJ/mol (s-s) (112), lo - 
que apoya la probable implicaciÔn de la formaciôn de- 
puentes disulfuro como consecuencia de la uniôn de los 
nucleôtidos a los sitios de menor afinidad.
Los distintos nucleôtidos estudiados despla- 
zarîan a la fosforilasa b, 1,0 mg/ml, al saturar dichos 
sitios de menor afinidad, hacia un estado conformacio­
nal dimôrico (no idéntico para todos ellos), utilizan 
do una nomenclatura anôloga a la seguida con AMP. El - 
balance entâlpico total de la transiciôn E^ r^" ^3
para AMP es AH'gg = -(695±25) kJ/mol monômero (véase - 
el capîtulo V), valor que permitirla explicar la protec 
ciôn de los dos - SH lentos (protecciôn observada a -- 
1.0 mg/ml) por monômero considerando la formaciôn de - 
dos puentes disulfuro por monômero.
Esta explicaciôn permite entender, ademâs, - 
las diferencias en las entalpîas globales de transiciôn 
en funciôn de la concentraciôn de enzima, consideraado 
que estas entalpîas podrîan ser debidas, en su mayor - 
parte, a efectos de ruptura de puentes disulfuro. El - 
balance neto serîa la pérdida de algûn o algunos puen­
tes disulfuro al pasar desde un estado E^ hasta el te­
trâmero, dado el carâcter endotérmico de la transiciôn 
(excepto IMP que ni conduce al tetrâmero ni posee una- 
entalpîa de transiciôn endotérmica). A partir de los - 
resultados expuestos en la tabla XII, se concluye fâcil_
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mente que AM? piercle en la transiciôn ----' Q dos -
puentes disulfuro netos en tanto que los demâs nucleô 
tidos sôlo pierden unOo
Dado que las entalpîas de saturaciôn total- 
de las diferentes curvas entâlpicas obtenidas para los 
nucleôtidos estudiados son muy similares, es lôgico con 
cluir que el tetrâmero inducido por los distintos nucleô 
tidos serâ siempre el mismo. Los resultados cinôticos- 
corroboran esta idea puesto que todos los nucleôtidos- 
citados alcanzan niveles de activaciôn mâxima muy prô- 
ximas en la fosforilasa b, recordemos que los estados- 
enzimâticos activos son E^ y el tetrâmero, segûn se 
concluyô en el capîtulo V. Por tanto, las diferencias 
en las entalpîas de transiciôn medidas, han de provenir 
necesariamente de diferencias en los estados E^ induci­
dos en la enzima por los distintos nucleôtidos. Los va­
lores entâlpicos dados en la tabla XII confirman esta - 
conclusiôn, ya que la entalpîa global de la transiciôn- 
E^ ^ ==tdE^ (véase el esquema conformacional dado en el - 
capîtulo V) es mayor para AMP que para todos los demâs- 
nucleôtidos estudiados, oscilando las diferencias entâl^  
picas entre (360-480) kJ (mol dîmoro) ^. Este puente - 
disulfuro en defecto en los estados conformacionales - 
E^ inducidos por los distintos anâlogos citados respec 
to del estado E^ inducido por AMP puede ser correlacio 
nado, en el caso de 1-N-metilAMP, con la pequefia pro­
tecciôn de los -SH lentos que este produce en la enzima
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contra DTNB. Fuede ccnsiderarse como hipôtesis que la 
protecciôn de los grupos -SH lentos tiene lugar por - 
formaciôn de un puente disulfuro en la que el N-(l) - 
del anillo de adenina ha de participer activamente. - 
Por otra parte, la sustituciôn de uno de los hidrôge- 
no del grupo amino del anillo de adenina por un grupo 
metilo o la sustituciôn del grupo amino por un grupo- 
hidrôxio provoca la no formaciôn de otro puente disul_ 
furo en alterando el balance neto en la reorganize 
ciôn estructural.
Como puede observarse en la tabla XII la - 
K^/2 de semiprotecciôn del -SH^ para IMP coincide con 
la K^y2 calorimétrica para el primer sitio, una vez - 
corregida la primera para reducir ambos parâmetros a- 
relaciôn de moléculas de IMP/sitio. Esto indice clara 
mente que en este caso en el que no existe cooperati­
vidad homotrôpica en el proceso de saturaciôn, la cur 
va de valoraciôn entâlpica se manifiesta como una fun 
ciôn de saturaciôn del proceso de uniôn del ligando.
Las pequefias diferencias observadas en los 
intervalos de concentraciôn enzimâtica en los que ti£ 
ne lugar la transiciôn conformacional inducida por la 
concentraciôn (<0.5 mg/ml) pueden explicarse, en têr- 
minos de un diferente posicionamiento de la molécula- 
de nucleôtido en el complejo (enzima-nucleôtido). Esta 
hipôtesis atribuiria a la regiôn de uniôn de los nucleô
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tidos en la enzima un importante papel en la transiciôn 
conformacional (dependiente de la concentraciôn enzimâ­
tica) viêndose apoyada por el hecho experimental de que 
1-N-metilAMP présenta una desviaciôn clara en la concen 
traciôn enzimâtica de transiciôn, ya que difiere clara- 
mente de AMP en sus efectos conformacionales locales -- 
(véanse los resultados cinéticos).
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B) Acciôn de anâlogos de AMP : inhibidores y activado- 
res débiles de la fosforilasa b
Se ha estudiado el comportamiento cinético 
(estudios de velocidad inicial y de protecciôn de las 
cisteînas lentas contra DTNB) y se ha realizado un estu- 
dio microcalorimêtrico de la acciôn, sobre la enzima, de 
los anâlogos siguientes: 2'dAMP, 2'dIMP, AMP2* y AMP3*.
I.- Resultados cinéticos
Se han obtenido las constantes de mitad de ac­
tivaciôn (K^ ) o de inhibiciôn (K^), en gly-gly, de los 
nucleôtidos estudiados, ya que en la bibliografîa se dan 
en tampôn glicerofosfato (113, 114). En la tabla XlIIse 
han resumido estos valores, obtenidos a 25®C a concentra­
ciones fijas de sustratos. Puede apreciarsje que la alte- 
raciôn en la posiciôn del grupo fosfato afecta fuerte­
mente a la fijaciôn del nucleôtido a la enzima, asî como 
a la activaciôn de la misma, puesto que AMP2’ y AMP3* son 
inhibidores de la actividad residual enzimâtica. Los 2* 
deoxiderivados presentan constantes de mitad activaciôn 
muy similares entre si y prôximas a la de IMP.
En la fig. 46 puede observarse como afecta el 
fosfato a la inhibiciôn de la actividad residual de la 
fosforilasa b por AMP3', a 25®C. El proceso de inhibiciôn 
no présenta caracterîsticas de cooperatividad positiva y
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la inhibiciôn mâxima (25-35% de la actividad residual) 
es prâcticamente independiente de la concentraciôn de 
fosfato (a una concentraciôn de fosfato igual a 9.6 x 
10" M^),(fig- 46) . Puede observarse que hasta 2,5 x lO'^M 
de AMP3* êste produce una débil activaciôn de la fosfori­
lasa b en tanto que a concentraciones superiores produce 
una fuerte inhibiciôn que prédomina sobre el efecto ante­
rior.
La fig. 47 muestra la inhibiciôn de la activi­
dad residual de la fosforilasa b por AMP2* a diferentes 
concentraciones de fosfato. El porcentaje mâximo de inhi­
biciôn no varia notablemente en funciôn de la concentra­
ciôn de fosfato. No obstante, a diferencia de lo ocurri- 
do con AMP3* exhibe caracterîsticas de cooperatividad po­
sitiva, dependiente de la concentraciôn de fosfato.
En la figura 48 se dan los resultados obtenidos 
para el débil proceso de activaciôn inducido por 2’dIMP 
en la fosforilasa b, que es dependiente de la concentra­
ciôn de fosfato. Puede apreciarse nuevamente el efecto 
anômalo producido por el fosfato a una concentraciôn 
9.6 X 10"^M. Excepto a esta concentraciôn de fosfato, el 
nivel mâximo de activaciôn no varia sensiblemente. El pro 
ceso, contrariamente a los resultados comunicados en la 
bibliografîa (69) présenta caracterîsticas de cooperati­
vidad positiva y desaparece a altas concentraciones de
_  o
fosfato (4.3 X lO" M). Este comportamiento es idéntico al
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Fig. 48.- Efecto del fosfato en la activaciôn producida por el dlMP, 
Concentraciones de fosfato: Q  2,4 mM, O 9, 6 mM, # 14 mM,
A  43 m M
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Fig. 49. - Efecto del fosfato en la activaciôn de la enzima producida por 
el dAMP. Concentraciones de fosfato:Q 1,4 mM, % 2, 4 mM, O 9, 6 mM, 
• 43 mM.
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observado en el proceso de inhibiciôn por AMP2',
Los resultados obtenidos con 2*dAMP a diversas 
concentraciones de fosfato se muestran en la fig.49. Pue 
de apreciarse en la misma que a elevadas concentraciones 
de 2’ dAMP se produce una disminuciôn en la mâxima acti­
vaciôn que es dependiente de la concentraciôn de fosfato 
y que al igual que la activaciôn mâxima alcanzada, sigue 
un comportamiento diferente a concentraciones de fosfato 
inferiores o superiores a 9.6 x 10"^M, en complete para- 
lelismo a lo ocurrido con los otros nucleôtidos estudia­
dos .
En la tabla XIV se han resumido los valores 
de las K y K ^ de los distintos nucleôtidos analiza­
dos a diferentes concentraciones de fosfato.
El proceso de activaciôn por 2*dAMP, hasta con 
centraciones inferiores a las de comienzo de la segunda 
regiôn de las curvas mostradas en la fig. 49, sigue un 
comportamiento describible por el "modelo concertado" 
con uniôn exclusiva al estado R, considerando dos sitios 
de uniôn por dîmero (unidad funcional) (fig.50). Siguien 
do el mêtodo aplicado al anâlisis de los datos cinéticos 
dados en el apartado anterior (VI-I), se obtiene una 
constante de disociaciôn del nucleôtido del estado enzi­
mâtico R, k^=(7-2) X 10"^M y una constante de equilibrio 
transconformacional, Lo * ISO - 200.
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El 2’dIMP no sigue el mismo mécanisme que 
2'dAMP y les activadores fuertes en la activaciôn de 
la fosforilasa b , ya que no sigue el modelo concertado.
Una representaciôn de Hill de los datos de ve- 
locidades iniciales, de la primera regiôn, de las curvas 
de activaciôn por 2*dAMP (fig.49) se muestra en la figu­
ra 51a. Al elevar la concentraciôn de fosfato se produ­
ce una disminuciôn de la cooperatividad homotrôpica en­
tre los sitios de 2’dAMP ya que las pendientes de las 
rectas varian desde 2,0 para 2,4 x 10"^M de fosfato, has- 
ta 1,1 a una concentraciôn de fosfato igual a 4.3 x 10” M, 
La constante global que se obtiene para la formaciôn del 
complejo 2MAMP-fosforilasa b, a partir de la fig.Sla, 
sigue un proceso singular, similar al seguido por los 
niveles de activaciôn mâxima, en funciôn de la concentra­
ciôn de fosfato.
En la fig. 51b se ha efectuado una representa­
ciôn de Hill de los datos expérimentales obtenidos con 
2'dIMP. A baja concentraciôn de 2*-dIMP el proceso de 
activaciôn présenta cooperatividad negativa (n=0,2 -0,5), 
pasando al elevar la concentraciôn de nucleôtido a exhi- 
bir cooperatividad homotrôpica positiva entre dos cen- 
tros (n =1.1 - 2.0)siendo la concentraciôn de 2'-dIMP 
a la que se produce el cambio de cooperatividad,depen^ 
diente de la concentraciôn de fosfato. Asî, a una con­
centraciôn de fosfato igual a 2,4 x 1 0 la cooperati-
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vidad del proceso no sufre un abrupto cambio en funciôn 
de la concentraciôn de 2*-dIMP, mostrando un valor de 
n=1.33, que indica la existencia de una débil cooperati­
vidad positiva entre dos centres. Las constantes globa­
les de formaciôn del complejo 2*-dIMP-fosforilasa b son 
también funciôn de la concentraciôn de fosfato (fig. 51 b) 
presentando un efecto similar al observado con 2*-dAMP, 
AMP-2* y AMP3*.
Efecto de la temperatura
En la fig. 52 se ha representado log (1/K^) 
o log (1/K^) frente a 1/T para los diferentes nucleôti- 
dos estudiados (incluyéndose los resultados de velocida- 
des iniciales obtenidos con IMP).
En la tabla XV se han resumido los valores de 
las energîas de activaciôn para los distintos nucleôti­
do s a temperaturas superiores e inferiores a (16-18)®C 
que es el intervalo de temperaturas en el que todos, 
excepto 2*-dAMP, presentan una discontinuidad en la re­
presentaciôn de la figura 52 . En esta tabla se
han incluido los valores obtenidos para AMP. Estos re­
sultados confirman la hipôtesis, discutida ya para los 
activadores fuertes, de que la temperatura de transiciôn 
no se ve modificada apreciablemente por alteraciones en 
el entorno de los sitios de uniôn de AMP en la enzima.
La figura 53 muestra que la activaciôn a ba-
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Fig. 52. - Variacion de la ^\j2 activaciôn maxima en funciôn del inverso 
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jas concentraciones de AMP3* aumenta al disminuir la 
temperatura (16®C), presentando una mayor amplitud de 
rango de concentraciôn en el que actüa como activador, 
llegando a los mismos niveles de activaciôn mâxima que 
dIMP.
Valoraciôn de las cisteînas lentas por DTNB
Los resultados obtenidos se han representado 
en las figuras 54,55 y 56. Pueden obtenerse de ellos las 
siguientes conclusiones:
a) Las curvas de protecciôn de las dos "cisteînas lentas" 
presentan un hâbito diferente, sigmoideo o hiperbôlico, 
para los diferentes nucleôtidos.
b) Todos los nucleôtidos estudiados protegen a ambos
-SH en un 50% respecto de su velocidad de reacciôn a con­
centraciôn cero de nucleôtido, excepto 2*-dAMP que los 
protege un 90% e IMP que protege el -SH^ en un (35-40)%.
En la tabla XVI se han resumido los valores 
de y ^ 1 / 2 porcentaje de protecciôn
mâxima, p , de cada -SH se ha obtenido a partir de la 
relaciôn, r, entre la constante de velocidad de valora­
ciôn a alta concentraciôn de nucleôtido y la constante 
de velocidad de valoraciôn de ese -SH por DTNB cuando se 
halla la enzima sola en soluciôn:
P = (1-r) X 100
Ic
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Fig. 54. - Dependencia de las constantes de velocidad y de valo­
raciôn de SH en funciôn de la concentraciôn de nucleotido.
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Discusiôn:
Todos los anâlogos de AMP con modificaciôn- 
quîmica en el anillo de adenina protegen ambos -SH len 
tos exhibiendo caracterîsticas de cooperatividad posi­
tiva en funciôn de la concentraciôn de nucleôtido* a - 
excepciôn de IMF, puesto que el grupo -SHg no se prote 
ge de modo cooperativo, aunque el proceso de activaciôn 
présente caracterîsticas sigmoideas, lo que concuerda 
con que la valoraciôn entâlpica de la fosforilasa b con 
IMP; directamente ligada a alteraciones conformaciona- 
les (al igual que la protecciôn de los -SH lentos), no 
présente tampoco caracterîsticas sigmoideas (fig. 38). 
Es preciso senalar que el diferente mecanismo de pro-- 
tecciôn de los -SH lentos en AMP e IMP debe provenir - 
de una diferente acciôn estructural sobre la enzima,co 
mo comentamos en el apartado anterior; en ambos casos, 
sin embargo, la separaciôn entre acciôn conformacional 
y catalîtica del nucleôtido quedaba netamente estable- 
cida.
La separaciôn entre estas dos facetas de la 
acciôn de los nucleôtidos sobre la fosforilasa b resul^  
ta évidente en los anâlogos de AMP estudiados en este 
apartado. Asî, en tanto que 2* dAMP y 2' dlMP protegen 
de manera no cooperativa el grupo -SHg, los inhibidores 
AMP-2* y AMP-3* lo hacen cooperativamente, al igual que
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AMP. Es decir, o bien la adenosina es fundamental para 
el carâcter cooperativo asociado a las transiclones COD 
formacionales que protegen los -SH lentos o bien lo es 
el nucleôtido en conformaciôn syn. Como se verâ a con- 
tinuaciôn, esta ûltima hipôtesis parece ser la mis pro^  
bable.
Los resultados expuestos en la tabla XVI 
muestran que la se ve fuertemente afectada -
en dos casos: 2' -dAMP y AMP-2 *, permaneciendo prâcti- 
camente constante en los demâs casos. En los dos nucleô 
tidos citados la posiciôn alterada, respecto de AMP, es 
el C(2*) de la ribosa y, por tanto, el equilibrio trans^  
conformacional syn< -r> anti si bien en distinta exten iôn 
En el caso del 2' dlMP el valor de no se ve
afectado, y sirve para confirmar que IMP adopta un pc 
sicionamiento muy diferente al de AMP en el complejo 
que forman nucleôtido -enzima.
El valor de K^y2(SH^) se ve muy debilmente 
alterado en los nucleôtidos "derivados" de AMP por mo- 
dificaciôn quîmica en la ribosa o en la posiciôn del - 
grupo fosfato, mientras que las modificaciones quimicas 
en la base lo afectan fuertemente. Este hecho experimen 
tal es paralelo a las grandes alteraciones en las en- 
talpîas de interacciôn de anâlogos de AMP en la base- 
fosforilasa b , correspondiente a la primer meseta de- 
las curvas calorimétricas, lo que explica la relaciôn
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lineal entre y la del efecto entâlpico
asociado a la primera regiôn de las curvas microcalo- 
rimétricas (fig. 45) y demuestra que este -SH^ se pro 
tege en la transiciôn conformacional producida por la 
uniôn del nucleôtido a la primera clase de sitios (de 
mayor afinidad). Esta hipôtesis permite explicar tam- 
biên el diferente grado de protecciôn de este -SH^ 
por los diferentes anâlogos estudiados , ya que estas 
diferencias pueden ser entendidas como alteraciones
t
en el estado E^, al que se llegarla en algunos casos,
t
y en otros a valoraciones en el estado E2 - no coope- 
rativas-. Recordemos que a concentraciones de enzima 
<1,5 mg/ml el anâlisis de la curva de AMP (fig. 18) 
conducia a la exitencia de très estados conformaciona 
les enzimâticos en equilibrio.
e J ^  e;
Por tanto, el grupo -SH^ se protege en la
» f
transiciôn conformacional alostêrica E^ f^ E^^ j . El g ru 
po -SHg se protege cooperativamente aûn a concentracio 
nés menores de nucleôtido (para los anâlogos de este 
apartado) y se valora por DTNB a menor velocidad. Por 
consiguiente, la transiciôn conformacional que protege 
este grupo -SHg ha de ser anterior a la transiciôn que
I I
provoca la protecciôn del -SH^, E ^ E . ^ , la cual refor 
zarîa simultâneamente la protecciôn del -SHg. El tran­
site conformacional citado ha de ser entâlpicamente muy
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bajo (casi despreciable) ya que no se detecta en los e£ 
tudios microcalorimetricos. Una posible explicaciôn pa­
ra tal transiciôn es la siguiente; una transiciôn desde 
un estado: enzima-nucleôtido (anti) a otro: enzima-nu- 
cleôtido (syn), transiciôn que reûne las dos condicio- 
nes previamente analizadas: (a) se ve muy afectada por 
la sustituciôn del -OH en C(2*) y (b) desde un punto - 
de vista entâlpico es casi despreciable; para AMP, por
ejemplo, A H^y^ ___^ anti * ’ (8.0-0.8) kJ/mol monôme-
ro (125), frente a - (77* 2) kJ/mol monômetrô; que es 
el valor de la primera meseta de la curva de valora 
ciôn entâlpica de la fosforilasa b por AMP.
Los resultados cinêticos muestran un com-- 
portamiento singular en el proceso de activaciôn por 
2*dAMP y 2*-dIMP e inhibiciôn por AMP-2* y AMP-3* 
respecto de la concentraciôn de fosfato. Para AMP-2* y 
AMP-3* este ço^portamiento puede correlacionarse con 
la duplicidad de efectos observada en la protecciôn- 
del -SH^ por ambos nucleôtidos por valoraciôn con 
DTNB. Los dos nucleôtidos son inhibidores, pero --- 
AMP-3’ produce a bajas concentraciones, hasta (1-2)
X lO'^M a 25*C, una débil activaciôn de la fosfori­
lasa b que desaparece al elevar la concentraciôn de 
nucleôtido por encima de este valor. El efecto de - 
inhibiciôn comienza a ser dominante a la misma con­
centraciôn de AMP-3 * en que el grupo -SH^ comienza
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a protegerse contra DTNB y cuando la desprotecciôn del 
grupo -SH.J alcanza su valor mâximo. AMP-2* présenta, - 
asimismo, un efecto de desprotecciôn del grupo -SH^ 
que no se correlaciona a 25®C con un efecto doble en - 
el proceso cinético, no obstante esta duplicidad de e- 
fectos aparece a mâs baja temperatura (16®C). Por otra 
parte, recientes câlculos teôricos con la molecula de 
AMP-3’ indican que la conformaciôn syn se ve mâs favo- 
recida en este nucleôtido que en AMP (119). Puede dar 
se una posible explicaciôn si considérâmes que el peque 
fto efecto activador de AMP-3* (del orden del producido 
por 2* -IMP) es debido a la uniôn del nucleôtido a la- 
enzima en conformaciôn anti y que por la posiciôn abe­
rrante del grupo fosfato permitirîa un bajo nivel de- 
activaciôn. El efecto inhibidor puede ser atribuido - 
al cambio conformacional local que produce el nucleô­
tido al pasar a su conformaciôn syn (coincide con el 
comienzo de la protecciôn del -SHg), probablemente - 
por interacciôn directe del grupo fosfato del nucleô 
tido con el sitio de uniôn del sustrato. Esta hipôte 
sis se ve apoyada por la proximidad espacial éviden­
te entre los sitios de uniôn del fosfato y de AMP - 
véase la discusiôn de los resultados del apartado -- 
anterior, concordando ademâs con la conclusion al-- 
canzada en el apartado (IV-I) de que en la segunda - 
clase de sitios de uniôn el grupo fosfato desempena 
un papek director, siendo estos sitios de uniôn los
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implicados en la activaciôn enzimâtica (capîtulo V). 
La ausencia del débil efecto activador de AMP-2* a - 
25*C pese al anâlogo comportamiento de los -SH len­
tos, se puede explicar considerando que las distan- 
cias entre los grupos implicados en el centro cata- 
lîtico ha de estar aûn mâs afectada por la diferen­
te posiciôn del fosfato. El efecto de inhibiciôn -- 
puede ser considerado en principio del mismo modo - 
que en AMP-3*. La transiciôn conformacional a - - 
(16-18)°C, al alterar las distancias permite que el 
débil efecto de activaciôn se haga évidente.
El efecto del fosfato sobre 2* -dAMP y - 
2* -dlMP puede entenderse de modo similar, conside­
rando que al elevar la concentraciôn de sustrato 
hasta 9.6 x 10"^M la afinidad de 2* -di^ MP, y desde 
esta concentraciôn de fosfato para 2* -dAMP, se ve 
reforzada por interacciones heterotrôpicas. No ob£ 
tante, a concentraciones muy elevadas de fosfato - 
se producirîa un efecto de desplazamiento de los - 
activadores de sus sitios de uniôn, mucho mâs fuer 
te que para los activadores fuertes puesto que la- 
afinidad de éstos hacia los sitios de uniôn es mu­
cho mayor. La disminuciôn de la actividad catalî­
tica mâxima producida por 2* -dAMP y 2* dlMP, de- 
pendiente de la concentraciôn de fosfato, confir­
ma esta hipôtesis, asî como que coïncida el comien 
zo de la segunda regiôn de las cinêticas de acti-
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vaciôn de 2* -dAMP extrapolada a muy baja concentra-- 
ciôn de fosfato, con el comienzo de la segunda regiôn 
de la curva microcalorimétrica de 2* -dAMP (véase mâs 
adelante) que présenta un alto efecto calorîfico (qu^ 
zâ debido a la interacciôn inespecîfica del grupo fo£ 
fato - véase el apartado( IV-2)). Los pequeftos niveles 
de activaciôn que estos nucleôtidos producen en la - 
fosfirilasa b pueden justificarse por un incorrecto- 
posicionamiento del nucleôtido en el complejo nucleô 
tido enzima, posiblemente debido a la no formaciôn- 
de la conformaciôn syn. La disminuciôn del nivel mâ 
ximo de activaciôn al disminuir la afinidad de los- 
sitios hacia el nucleôtido (hasta 9,6 x lO'^M de -- 
fosfato) es entonces comprensible. La elevaciôn de­
là actividad mâxima a concentraciones superiores de 
fosfato puede entenderse si se considéra que el sus^  
trato pasarîa a ser el principal efector conforma-- 
cional a estas concentraciones (superiores a la con 
centraciôn de fosfato précisa para producir un 50 % 
de saturaciôn de la curva de valoraciôn entâlpica - 
de la fosforilasa b por fosfato, fig. 10).
La duplicidad de comportamiento de los - 
deoxiderivados y de AMP2 * y AMP3* en funciôn de la 
concentraciôn de fosfato no puede ser explicado ha- 
ciendo uso solamente de premisas alostéricas, ya -- 
que exige, la consideraciôn de efectos estéricos -
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asociados a la uniôn de ligados bifuncionales que pue­
den competir con el sustrato, fosfato, que conducen tarn 
bien a cinêticas de tipo sigmoideo (126).
Los valores de AH dados en la tabla XV mue£ 
tran que los inhibidores estudiados e IMP poseen una 
entalpia aparente del complejo nucleôtido-enzima 
superior por debajo de la temperatura de transiciôn 
conformacional enzimâtica, (16-18)®C, al contrario que 
AMP y los anâlogos de AMP que actûan como activadores. 
El caso de 2’ dAMP es singular por cuanto que no de 
tecta la transiciôn conformacional térmica en su uniôn 
a la enzima, o bien lo hace muy levemente. Exceptuando 
2* -dlMP todos los demâs derivados de AMP por modifi- 
caciÔn en el C(2*), AMP-2* y 2* -dAMP, presentan una 
energla de activaciôn muy similar a temperaturas su­
periores a (16-18)®C. Por otra parte el nucleôtido 
que présenta una energîa de activaciôn mâs baja es 
AMP-3 *, que es a su vez el nucleôtido que présenta 
una mayor poblaciôn en conformaciôn syn. Estos datos 
apoyan la aportaciôn de la transiciôn (anti syn)
al proceso de formaciôn del complejo nucleôtido-enzi^ 
ma catalîticamente activo.
Al comparar las constantes cinêticas o 
relativas (véase la tabla XVII) de los nucleôtidos 
estudiados a 4®C y 25 ®C se observa que el estado con 
formacional estabilizado a baja temperatura ( < 16®C)
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presenta una mayor selectividad estructural hacia las 
tres partes de la molecula de AMP.
La valoraciôn de las cisteînas lentas por- 
DTNB se ven también afectadas por la temperatura. El- 
grado de protecciôn de 2* -dAMP e IMP a 4®C (69) y -- 
25 ®C no sufre una alteraciôn apreciable. No ocurre - 
igual con el mecanismo del proceso de protecciôn de - 
los -SH lentos, que difiere en la protecciôn del SH^  ^
por IMP ya que ésta es hiperbôlica a 4®C. Las constan 
tes de semiprotecciôn se ven alteradas, como es lôgi- 
co, puesto que varîan las constantes de disociaciôn- 
de los nucleôtidos con la temperatura. No obstante, 
una correlaciôn mâs întima de los resultados obten^ 
dos a 25*6 y 4®C no puede ser realizada puesto que- 
la posibilidad de la alteraciôn en el orden de valo 
raciôn de las cisteînas no es descartable.
Finalmente, hay que senalar que segûn -- 
puede apreciarse en la tabla XVII el glicerofosfato 
(que conduce a un estado conformacional dimêrico 
muy similar al inducido por el fosfato, E^, en la - 
fosforilasa b) increments la sensibilidad de la en­
zima hacia las modificaciones realizadas en la molé 
cula de AMP, actuando en este sentido, aûn mâs enér 
gicamente que la temperatura.
II. Re su11adn s mi cyo ca1Q r imé tr ico s »
En la figura 57 se dan los resultados ob
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tenidos para el desplazamiento de AMP-C^^ por AMP-2*, 
AMP-3 *, 2*-dAMP y 2*-dIMP. Puede observarse que 2 *-diMP 
no desplaza a AMP-C^^ a 25®C de sus sitios de uniôn 
hasta concentraciones de 2*-dIMP superiores a 4 x 10"3 
M,wAMp-2I yJAMP-3* desÇîàzân cc’mpletamente a 25*C a 
AMP-C^^ y 2*-dAMP desplaza aproximadamente un 50% de - 
AMP-C^^, en perfecto acuerdo con los resultados obtenj^ 
dos por Buc y col. a 4°C (11).
En la tabla XVIII se dan las constantes de- 
semidesplazamiento, caza para los nucleôtidos cita
dos en el pârrafo anterior.
En las figuras 58 a 61 se muestran los re-- 
sultados obtenidos en la valoraciôn entâlpica de la fo£ 
forilasa b por los nucleôtidos mencionados previamente. 
La tabla XIX resume los valores de la entalpia total de 
interacciôn de los distintos nucleôtidos con las dos - 
clases de sitios que distinguen en la fosforilasa b -- 
à Hj°y A Hjj? Todos ellos, excepto 2*dIMP, presentan - 
dos regiones netamente diferenciadas, en analogia con 
AMP (fig. 7), lo que implica la existencia de dos cla­
ses de sitios de diferente afinidad hacia el mismo. La 
saturaciôn entâlpica de cada clase de sitios presenta- 
un hâbito sigmoideo, muy débil en la segunda regiôn de 
la curva de 2* dAMP (aunque existe, como lo demuestra- 
el que la representaciôn de inversos no sea lineal), - 
lo que révéla la existencia de cooperatividad homotrô
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pica positiva en les procesos de saturaciôn de ambas 
clases de sitios. C6mo se demostrô en el apartadô 
lV-4, estas curvas requieren para su explicaciôn la- 
existencia de un mînimo de très estados conformacio- 
nales enzimâticos en equilibrio, siendo regido el -- 
equilibrio entre cada dos estados por el modelo 
"pseudoconservativo" generalizado, o simplemente por 
el modelo concertado. 2* dlMP présenta un proceso de 
saturaciôn entâlpica de carâcter hiperbôlico, al 
igual que IMP del que dériva. La representaciôn de- 
inversos de los datos dados en la fig. 61, no mostra 
da, se ajusta a una linea recta. A partir de esta -- 
representaciôn de inversos se ha calculado el valor- 
de del sistema.
Los elevados valores entâlpicos obtenidos 
en las condiciones de saturaciôn de la segunda re-- 
giôn en todos los casos, y en la primera meseta de- 
las curvas de 2* -dAMP hace pensar en una posible - 
implicaciôn de cambios en el estado de agregaciôn - 
de la fosforilasa b . No obstante, ninguno de los 
cuatro nucleôtidos estudiados en este subapartado - 
produce agregados de la fosforilasa b estables a la 
ultracentrifugaciôn (condiciones expérimentales in- 
dicadas en métodos). Asi, AMP-2’ y AMP-3* llevan, - 
en las condiciones de la primera meseta de la curva 
calorimêtrica, a un estado dimérico enzimâtico cuyo
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coeficiente de sedimentaciôn es (8.3-8.41S, siendo des- 
preciable la presencia de letrâmero.(<5%), En las ccnd^ 
clones expérimentales de la segunda meseta de las curvas 
de valoraciôn entalpica, la fosforilasa b migra en un - 
solo pico, simêtrico, que posee un coefici ente de sedi­
mentaciôn igual a 9.1 S, que debe corresponder a un di-
mero modificado. Este estado enzimatico ha de ser muy -
~ -  ?
similar al E^, al que llevan a la enzima /MF (10" M) e 
_ 2
IMP (10" M) a una concentraciôn de enzima mener de 1.5 
mg/ml. Los deoxiderivados llevan a la enzima hacia un- 
estado que migra con 8.6 S de coeficiente de sedimenta 
ciôn (dîmero), siendo mener de un 10% cl porcentaje de 
tetrâmeros detectable. No obstante, 2’dAMP produce agre 
gados de elevado peso molecular que se destruyen por - 
la fuerza centrîfuga, segûn se observa por el visor de 
la ultracentrîfuga. Asî pues, en este caso el calor 
observado experimentalmente en la interacciôn 2’-dAM? 
fosforilasa b puede ser justificado, en gran parte, - 
por la formaciôn de agregados de elevado peso moiecu 
lar. En los demâs casos la explicaciôn ha de ser muy 
diferente.
Exceptuando el caso de 2’ dlMP, el trata- 
miento teôrico de todas las curvas de ’•aloraciôn en 
tâlpica, para la obtenciôn de las constantes de diso 
ciaciôn de los complejos nucleotido-erzima y de equi^  
librio transconformacional, se ha hecho siguiendo el 
modelo descrito en el apartado I/-4.
La primera regiôn de tales curvas (fig. 58 a 
60( se describe de modo idêntico a la primera regiôn de 
la curva de valoraciôn por AMP (fig. 7). La ecuaciôn 
que rige la variaciôn de entalpîa para la saturaciôn de 
la primera clase de sitios de uniôn es, pues, la ecua-- 
ciôn (4-VIII):*
A a( o + 2)
i Hp (1)Lo+(1+a)2
donde el significado de los distintos sîmbolos utili- 
zados se explicô en el apartado (IV-4).
Por aplicaciôn de la anterior ecuaciôn, va
riando  ^ L^ y k^, se han obtenido los pares de- 
valores de estos parâmetros que mejor se ajustan a los 
datos expérimentales y que, al mismo tiempo, sean mâs- 
prôximos a los datos cinéticos obtenidos con AMP y -- 
2* dAMP. Estos valores se dan en la tabla XX. Puede - 
observarse que los valores de L^ y obteni­
dos para 2*-dAMP concuerdan con los obtenidos a par­
tir de las medidas cinéticas (vêanse los resultados - 
cinéticos), para la primera regiôn del proceso de act^ 
vaciôn. Por tanto, probablemente sea el primer estado 
conformacional enzimâtico al que conduce 2 *-dAMP el - 
el responsable de la activaciôn que este nucleôtido - 
produce (4% de la activaciôn mâxima alcanzada a satu 
raciôn de AMP).
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La segunda regiôn de las curvas de 2*dAMP, 
AMP-2* y AMP-3* se describen por el mismo esquema 
formai que la primera regiôn de las curvas de N^-me 
til-AMP y 1-N-metil AMP. Este es el siguiente:
2 Tg 2 Rg --h. 2R2A2
donde A es el sîmbolo del nucleôtido. El tratamien 
to es similar al realizado para la primera regiôn 
de la curva de valoraciôn entâlpica: equilibrio 
transconformacional regido por el modelo concertado, 
uniôn exclusiva al estado R2 y alta cooperatividad 
homotrôpica entre cuatro centros. Esta ûltima exi- 
gencia matemâtica para una descripciôn aceptable de 
la saturaciôn de la segunda clase de sitios implica 
una alta interacciôn interdîmeros en soluciôn, ya 
que hay dos sitios de débil afinidad por dîmero, 
como ocurria con AMP (vêanse las discusiones de los 
apartados IV-4 y VI-A), aunque en este caso no se 
produzcan "Tetrâmeros resistentes a las drâsticas 
condiciones de ultracentrifugaciôn”. Por esta razôn 
se han duplicado todas las especies del esquema ci- 
nêtico anterior.
Los sîmbolos ^^^Lq y son, respectiva- 
mente, la constante de equilibrio transconformacional
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en ausencia de ligando, (T?) y la cons-
tante de disociaciôn global =( ) k^ ^  , siendo 
la constante de disociaciôn intrînseca del nuclei 
tido en el estado Rg. Para conseguir un buen ajuste- 
de los puntos expérimentales es precise que L = 
Lo/(1+a)2, donde a = (A)/^k^es la concentraciôn 
de ligando reducida a esta constante le disociaciôn 
intrînseca. Esta necesidad formai demuestra que, en- 
la producciôn de calor, la contribuciôn debida a la 
uniôn directa del nucleôtido a la enzima es importan 
te, a diferencia de lo que ocurre con el primer tipo 
de sitios. Si considérâmes los resultados de protec- 
ciôn de -SH lentes contra DTNB y los resultados del 
apartado anterior, donde se concluyô que el efecto 
calorîfico mâs importante en esta segunda transi- 
ciôn ha de provenir de la formaciôn de puentes di- 
sulfuro, puede sugerirse que, en este caso, la for 
maciôn de estos puentes disulfuro requerirân la ac 
ciôn directa del nucleôtido sobre los -SH de cada 
subunidad, lo cual se ve corroborado por la pêrdi- 
da de cooperatividad del -SH^ lento para 2’dAMP, 
AlTz2^ *.y'AMP-3’ en el proceso de protecciôn por 
estos nucleôtidos contra DTNB. La ecuaciôn que ri­
ge el balance entâlpico del anterior proceso se de^  
duce fâcilmente:
~ (1+ . (VI-9)
(2)aHp (Z^Lg+CI+a )4(1+o) ^
donde AH es la entalpîa de saturaciôn del efecto en- 
P
tâlpico asociado al segundo sitio: aH^ » ^^ax“^^p*
. Aplicando la ecuaciôn anterior se han obtenido -
los valores de y dados en la tabla XX parao ' R
AMP-2’ y AMP-3’.
En la tabla XX se han resumido los valores 
de las propiedades termodinâmicas de la formaciôn de 
los complejos nucleôtido-enzima. Puede observarse que 
los valores de AG®son muy similares en todos los casos, 
siendo 2'dIMP el que présenta un valor mâs bàjo.
El efecto de la variaciôn de la concentra­
ciôn de la enzima sobre la entalpîa de interacciôn de
los nucleôtidos estudiados se muestra en las figs. 62 
a 69. Puede apreciarse en ellas que sôlo AMP-2*, a sa­
turaciôn total del efecto entâlpico, muestra un compor 
tamiento similar al de los nucleôtidos activadores 
fuertes anâlogos de AMP. A 1.0 mg/ml de enzima y con­
centraciôn saturante de AMP2* no se detectô la presen 
cia de tetrâmeros por ultracentrifugaciôn. La entalpîa 
aparente de la transiciôn es (295±30) kJ (mol monôme- 
ro) ^, muy prôxima a la entalpîa de ruptura de un puen 
te disulfuro (284+4) kJ (mol monômero)"^ (112).
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Las figuras 63 y 64 muestran los resultados 
expérimentales obtenidos, al variar la concentraciôn* 
de enzima, para la entalpîa de interacciôn de AMP-3* 
con la fosforilasa b en funciôn de la concentraciôn 
de enzima. En la obtenciôn de los datos representadns 
en dichas figuras se mantuvo constante la concentra­
ciôn de AMP-3’ variando, por tanto, la relaciôn
CAMP-3’) al variar la concentraciôn enzimâtica. Ex- 
(enzima)
perimentos de ultracentrifugaciôn a 1.0 y 4.0 mg/ml-
no detectan la presencia de tetrâmero o agregados -
superiores de la fosforilasa b . En estas figuras es
de esperar, por consiguiente un balance neto de dos
variables simultâneas: concentraciôn de enzima y re
laciôn CAMPY3*) . La curva de la fig. 63 présenta • 
(enzima)
el mismo hâbito que la obtenida, en idêntico estu-
dio, para IMP y. que las obtenidas al variar la tem-
peratura (apartado IV-4). En la fig. 65 se dan los-
resultados expérimentales obtenidos a concentraciones
constantes de enzima de 1.0 y 3.0 mg/ml en funciôn de
la concentraciôn de AMP-3*. La representaciôn de la
entalpîa de interacciôn AMP-3’-fosforilasa b se ha
realizado en funciôn de la relaciôn (AMP-3’).obser-
(ensima)
vândose de nuevo que la saturaciôn de las distintas
clases de sitios de uniôn tiene lugar en el mismo in
tervalo de valores de la relaciôn molêculas AMP-3* ,
Molêculas enzima
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con independencia de la concentraciôn enzimâtica.
Se ha estudiado la variaciôn de la entalpîa
de interacciôn de AMP-3* con la enzima en funciôn de la
concentraciôn de enzima, manteniendo la relaciôn
(AMP-5*) fija en un valor de la primera y segunda me- 
(enzima
setas de las curvas de la fig. 65, Los resultados expe 
rimentales se muestran en la fig. 66. A partir de ëstos, 
puede apreciarse que la entalpia de transiciôn es dife 
rente en las dos condiciones citadas, debido lôgicamente 
a los distintos estados conformacionales inducidos por 
el nucleôtido al saturar la primera y segunda clase de 
sitios de uniôn que reconoce en la enzima. Ambos valo­
res entâlpicos son aparentemente exotôrmicos, a seme- 
janza de IMP y al contrario de lo que ocurre con AMP. 
Notemos que el efecto simultâneo de las dos variables
(concentraciôn de enzima y relaciôn (AMP-3*) puede
(enzima)
llegar a enmascarar completamente la transiciôn con­
formacional (fig. 64). A partir de la fig. 66 se ob- 
tienen unos valores de à H*de transiciôn aparente 
iguales a: -(47+5) kJ/mol monômero y -(IlOtlO)
 M   para las transiciones E»— e y e '— Î E
mol monôm. ^
siguiendo la nomenclatura utilizada en el capitule V.
Los valores de la entalpia de transiciôn, corregidos por
la entalpia de diluciôn, son : AH(E^-~^E^)=+(53±9)
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kJ/mol monômero y AH(Ej— > E^) = -(10±14), valores rea
t
les que muestran que Eg y Eg son el mismo estado termo^
I
dinâmico y que la transiciôn E.^ — ) E.j es endotérmica.
En las figuras 67 y 68 se han representado 
los resultados obtenidos para la variaciôn de la ental_ 
pîa de interacciôn 2'dAMP-fosforilasa b en funciôn de­
là concentraciôn de enzima, a concentraciôn de 2*dAMP
constante y a relaciôn de Ç2'dAMP) constante, respec
(enzima)
tivamente. En ninguno de los dos casos détecta 2*dAMP
la transiciôn pero en el primero, al elevarse la rela
ciôn (2'dAMP) a bajas concentraciones de fosforilasa 
(enzima)
b, se produce un aumento de la entalpîa de interac­
ciôn 2*dAMP-fosforilasa b debida muy probablemente a 
una interacciôn inespecifica del nucleôtido con la 
enzima. La apariciôn de agregados de alto peso mole­
cular, a saturaciôn de 2*dAMP, inestables en las con 
diciones de los experimentos de ultracentrifugaciôn- 
puede servir de apoyo a esta hipôtesis.
Las figuras 69 y 70 demuestran que 2*dIMP 
tampoco conduce a estados conformacionales termodinâ 
micamente diferentes a concentraciones de enzima su­
periores e inferiores a la de transiciôn. Sin embar­
go, la afinidad que este nucleôtido muestra hacia los
I
estados enzimâticos y es muy diferente, como lo 
evidencia la fig. 70.
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Pi aoual6n
Loa reaultadoa calorimétrlcoa obtenldoa en
eàte apartado requleiTen para su expllcacldn la existenoia
de très estados conformacionales. AMP-3 * y AMP-2* condu-*
cen a parecldos estados conformacionales, como demueatran
los valores de L dados en la tabla XX. Esta conclusiono
se ve apoyada porque la fosforilasa b, en presencia de 
AMP-2 * o de AMP-3' a concentraciones de saturaclOn total 
del efecto entâlpico, posee un coeficiente de sedimenta* 
cl6n de 9*1 S . Los deoxiderivados ban de oonduclr a esta­
dos muy diferentes como lo demuestran los datos termodl- 
nâmlcos de la tabla XX. El alto efecto entâlpico produ- 
cldo por la acclOn de 2 *-dAMP sobre la fosforilasa b 
puede ser justificado, al roenos parclaimente, por la 
formaciôn de espeoles enzlmâtlcas de alto peso molecular 
que no son détectables por ultracentrifugaciôn por ser 
su uniôn dôbll. No obstante, esta explicaciôn no se ve 
apoyada por nlngdn date experimental al intentar aplloar- 
la a 2 *-dZMP.
En oualquler caso, 2*-dIMP no puede ser 
conslderado como un anâlogo formai de AMP, puesto que 
complte con este sôlo parclalmente por los mlsmos sitios 
de uniôn.
Los datos termodlnâmlcos dados en la tabla 
nuostran valores dlferentee para la entalpia 
y entropla de interacciôn de los dos nucleôtl-
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dos en los sitios de mayor afinidad, AHJ y aSJ. Estas 
diferencias pueden correlacionarse con las diferencias 
observadas previamente en el comportamiento cinético 
entre estos dos nucleôtidos. Recordemos que la repre­
sentaciôn de la velocidad inicial de la fosforolisis 
del glucôgeno en funciôn de la concentraciôn de AMP-3* 
présenta, a 25®C una primera regiôn, hasta 2,5 x lO’^M 
en la cual el nucleôtido activa a la enzima, hasta ni­
velés de un 120% de su actividad residual. Este efecto 
es funciôn de la concentraciôn de fosfato y la tempe- 
ratura. A concentraciones superiores de AMP 3*, este 
nucleôtido llega a inhibir hasta niveles similares a 
los de AMP-2*, que a 25®C no présenta esta bifunciona 
lidad catalîtica en el proceso de inhibiciôn. Los da­
tos termodinâmicos (tabla XXI) indican un mayor efec 
to conformacional sobre la fosforilasa b, mayor 
A Sj y A Hj , para AMP-3* que para AMP y AMP-2 *. Lo­
que puede ser atribuido al mayor porcentaje de forma 
syn que présenta AMP-3* respecte de AMP (119), con- 
formaciôn que es la estabilizada en el complejo nu­
cleôtido-enzima, segûn se concluyô anteriormente. El 
menor valor entâlpico y entrôpico asociado a la inte 
racciôn de estos nucleôtidos con la primera clase de 
sitios corresponde a AMP-2 *, concordantemente ya que 
este nucleôtido es el que menor porcentaje en forma- 
syn présenta en disoluciôn.
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Sin embargo, ambos nucleôtidos (AMP-2* y 
AMP-3*) no se diferencian en los valores de las cons­
tantes de equilibrio y propiedades termodinâmicas de 
la uniôn de los mismos al tipo de sitios de menor afi^  
nidad hacia el nucleôtido, que son los sitios de uniôn 
directamente relacionados con la gran activaciôn del 
proceso catalîtico producida por AMP. Por tanto, ambos 
nucleôtidos han de actuar de manera similar, como efec 
tivamente ocurre en estudios cinéticos, respecto de la 
agregaciôn de la fosforilasa b y del desplazamiento de 
AMP-C^^ . Como se expuso en resultados, AMP-2* y AMP-3* 
llevan a la enzima, a saturaciôn total del efecto en­
tâlpico, hacia un estado similar o idêntico al E^, que, 
por consiguiente, ha de ser inactive. El pequefto efec­
to de activaciôn producido por AMP-3* a bajas concen- 
traciones de nucleôtido a 25®C, asî como por AMP-2* a 
16®C (concentraciones que corresponden a la zona de 
saturaciôn de los sitios de mayor afinidad hacia el - 
nucleôtido en la curva calorimêtrica), puede, por 
tanto, ser atribuido a un estado prôximo al E|, esta­
do producido por AMP al saturar los sitios de mayor 
afinidad en la enzima (a concentraciôn de esta <1.5 
mg/ml). Otra posible explicaciôn puede obtenerse del 
esquema conformacional propuesto para explicar los re 
sultados termodinâmicos obtenidos para la acciôn de • 
AMP sobre la fosforilasa b a 25*C (capltulo V):
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E3 1/2 Q
^ 2 ^  E * ^  E*
Esta segunda explicaciôn permitirla entender la peque- 
na activaciôn como debida a la presencia de un pequefîo 
porcentaje del estado Ej en el equilibrio, estado que 
se estabiliza fuertemente por el fosfato y que junto a 
Q se ha sugerido que son los ûnicos apreciablemente ac­
tives (capltulo V). Las diferencias en el nivel de ac­
tivaciôn producida por AMP-3* y AMP-2 * observadas en 
funciôn de la concentraciôn de fosfato y de la tempera 
tura sc pueden entender como debidas a la acciôn de 
ambos factores sobre el equilibrio Ej-— H  Ej. Introdu- 
ciendo la hipôtesis de que, a diferencia de AMP, AMP-2* 
y AMP-3 * han de predominar en su efecto sobre el fos­
fato, para llevar a los estados conformacionales inac- 
tivos de la fosforilasa b, las conclusiones obtenidas 
a partir de los resultados cinéticos se ven fuertemen­
te apoyadas, es decir, se ven reforzadas las hipôtesis 
hechas acerca de que las interacciones homotrôpicas, 
entre molêculas de nucleôtido, y heterotrôpicas, entre 
nucleôtido y fosfato, habrîan de ser muy fuertes, exi£ 
tiendo ademâs una competencia parcial por los sitios de 
uniôn respectives, que no se da o se da en mucho menor 
grado en el caso de AMP.
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A pesar de las grandes diferencias entre las 
entalpîas de interacciôn de 2 *-dAMP-fosforilasa b y  las 
de AMP-2*, AMP-3* y AMP con la enzima (tabla XIX), las 
constantes obtenidas son muy similares en todos casos 
(tabla XX). Esto parece indicar que la uniôn de la mo- 
lêcula de AMP a la fosforilasa b es dirigida por la ba­
se del nucleôtido que es la que ha de reconocer los 
sitios de mayor y menor afinidad, si bien el carâcter 
entâlpico de la interacciôn con estos Ultimo estâ fun 
damentalmente asociado al grupo fosfato. La ribosa y- 
el fosfato en C(5*) son de gran importancia en los cam 
bios conformacionales producidos por el nucleôtido y, 
lôgicamente, han de participer en la transmisiôn de 
efectos estructurales. Asî, 2 * dAMP, AMP-2 * y AMP-3 * 
presentan una cooperatividad homotrôpica similar a la 
de AMP en la saturaciôn de los sitios de uniôn de menor 
afinidad. En los diferentes anâlogos en ribosa y fosfa 
to estudiados se ve afectada la cooperatividad homotrô 
pica en el proceso de saturaciôn de los sitios de mayor 
afinidad hacia el nucleôtido respecto de AMP. Los resul^  
tados expuestos y los dados en el apartado anterior, 
con anâlogos de AMP por modificaciôn quîmica de la ba­
se, demuestran que en la cooperatividad homotrôpica 
entre los sitios de uniôn de mayor afinidad hacia el 
nucleôtido sôlo participa (de la molécula de AMP) el 
anillo de adenina, en tanto que en la cooperatividad 
homotrôpica entre los sitios de débil afinidad ha de
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participar toda la molécula de AMP, si bien la base 
conserva el efecto dominante, ya que son alteraciones- 
en la misma las que mâs drâsticamente la afectan. El 
carâcter director de la base en los cambios estructu­
rales se hace manifiesto también a partir de los resul^  
tados ya expuestos, de protecciôn de los grupos cisteî^ 
na lentos de la fosforilasa b.
Estas conclusiones apoyan la hipôtesis de 
que los sitios de menor afinidad son importantes di­
recta o indirectamente en el mecanismo catalîtico, ya 
que alteraciones de las distintas partes de la molécula 
de AMP afectan a la catalîtisis y no sôlo las altera­
ciones en la base, aunque en muy distinto grado a lo 
observado desde un punto de vista entâlpico, lo que 
sirve para corroborar la separaciôn de la acciôn de AMP 
sobre la fosforilasa b en dos facetas: una estructural 
y otra catalîtica. El papel de la primera clase de si­
tios serîa pues, puramente estructural, es decir, per- 
mitirîa la creaciôn de la segunda clase (de menor afi­
nidad hacia el nucleôtido).
Por otra parte, los valores de las constan­
tes K^y2 caza (tabla XVIII) obtenidas por diâlisis en- 
el equilibrio concuerdan con los resultados calorimétri 
COS en cuanto muestran que la afinidad del nucleôtido 
hacia la primera clase de sitios de la fosforilasa b de
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pende principalmente de la base del nucleôtido. En la 
tabla XVni se dàn las constantes relativas a AMP, 
de activaciôn e inhibiciôn. La discordancia con las 
caza es évidente. La separaciôn, por tanto, de 
las acciones estructural y catalîtica lo es también.
Es preciso resaltar que la cooperativdad - 
observada en los procesos de transiciôn conformacio­
nal mediante este estudio microcalorimétrico no coin 
eide con la presencia o ausencia de cooperatividad 
en la protecciôn de las cisteînas lentas de la fosfo 
rilasa b contra DTNB por estos nucleôtidos. Esta di£ 
crepancia es justificable si se considéra que las ac 
clones homotrôpicas détectables por medidas entâlpicas 
no afecten directamente a dichos -SH lentos, exigien- 
do su protecciôn, en algunos casos, la uniôn del nu­
cleôtido a la subunidad enzimâtica en la que dicho 
-SH se halle. Esta explicaciôn exigirîa, pues, una 
directa participaciôn del nucleôtido en la protecciôn 
del grupo -SH, ya que no directamente (ver la discu- 
siôn de los resultados cinéticos del apartado prime­
ro de este capîtulo) por una disminuciôn de su acce 
sibilidad al disolvente; proceso que ha de ser fun­
ciôn, en su mecanismo, de las distancias interatômj^ 
cas de los grupos implicados en él. Lôgicamente, di­
ferentes posicionamientos del nucleôtido en el com­
plejo (nucleôtido-enzima) han de alterar taies dis-
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tancias interatômicas.
El hecho de que la transiciôn conformacional 
enzîmâtica producida por la concentraciôn de enzima 
sea detectada s61o por AMP-2* y por AMP-3’ y, aûn en 
estos casos, de muy diferente manera, demuestra que 
en ella es de gran importancia la posiciôn del fosfa- 
to y las alteraciones en el C(2*) de la ribosa, modi- 
ficaciones que afectan al porcentaje de conformaciôn 
syn del nucledtido. Asî, los 2 *-deoxiderivados no con 
ducan a diferentes estados termodinâmicos del siste- 
ma enzimâtico, por encima y por debajo del intervalo 
de concentraciôn de enzima de transicidn. Sin embar­
go, 2* dlMP reconoce como distintos los dos estados 
confcrmacionales enzimâticos estabilizados en funcidn 
de la concentracidn de enzima puesto que su afinidad 
hacia éstos es diferente (fig. 69). Esta transicidn- 
admite flexibilidad en los grupos quîmicos de la ba­
se de la molécula de AMP. Este comportamiento es si­
milar al observado por estudios cinéticos con anâlo- 
gos de AMP, lo cual refuerza la posibilidad de que 
la transicidn conformacional citada posea una signi- 
ficacidn reguladora del proceso catalltico.
ütilizando la nomenclature introducida para 
el sistema AMP-fosforilasa b (capîtulo V), el esque- 
ma conformacional enzimâtico que parece describir- 
el comportamiento de los nucledtidos estudiados en
- 1 4 U -
este apartado excepto 2* dIMP es :
E,
l i I . T
EJ E* E^
Seftalemos que los estados E^, Ej, y 
entenderse como similares pero no idênticos a los alcan 
zados en presencia de AMP. Es de destacar la ausencia 
del tetrâmero y que para AMP-3*, desde un punto de vis­
ta termodinâmico E^ * E^ . Por otra parte, los deoxide­
rivados parecen reconocer selectivamente el estado Eg, 
no uniêndose a E^, ya que los valores del coeficiente de 
sedimentacidn de los correspondientes complejos enzima- 
nucledtido son 8,6S y no conducen a diferentes estados 
conformacionales finales a concentraciones de enzima su 
periores e inferiores a la de transicidn.
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- Discusiôn general - 
I - Introduccidn:
Desde la primera formulaciôn alostérica (12), 
en numerosas enzimas se ha detectado un comportamiento 
cinético sigmoideo que, en principio, indica la presencia 
de fenômenos alostéricos. El ’'modelo concertado" de Monod 
y col. (17) pronto se mostrd insuficiente para poder des- 
cribir la totàlidad de los datos expérimentales acumula- 
dos. La primera modificacidn a dicho modelo correspondiô 
a Koshland y col (13) que establecieron el "modelo secuen 
cial", cuya principal innovacidn consiste en la elimina- 
cidn del principio de simetrîa del modelo concertado, 
principio asociado a fuertes interacciones ligando-pro- 
teîna e interacciones intersubunidad. Ambos modèles per- 
miten la explicaciôn del aparente incremento en la afin^ 
dad de la enzima hacia un ligando al incrementar la can- 
tidad de ligando unida, fenômeno que se denomina "coope- 
ratividad positiva".
Mâs tarde (127,128) se descubrieron fenômenos 
de "cooperatividad negativa" entendiendo por tal el efec 
to contrario al anterior en el que la afinidad aparente 
de la proteîna hacia un ligando decrece c'n la uniôn pro 
gresiva del mismo a la proteîna. Este fenômeno podla ser 
explicado haciendo uso del modelo de Koshland previamen- 
te citado, pero no del "modelo concertado",(129).
-151-
No obstante, ninguno de estos dos modelos 
alostéricos permite explicar la coexistencia de ambos- 
tipos de cooperatividad, positiva y negativa, en la 
misma proteîna hacia el mismo ligando, El modelo secuen 
cial fue râpidamente ampliado para que abarcara estos- 
dos fenômenos conociendose como "modelo secuencial gene 
ralizado" (14,15).
La rîgida formulaciôn de las hipôtesis de 
partida del modelo concertado no permite la explicaciôn 
de ambos tipos de cooperatividad y su coexistencia,sin- 
modificaciones sustanciales en las mismas. Recientemen- 
te, Viratelle y Seydoux (130) han propuesto un modelo 
alostérico, denominado "pseudoconservativo", que permi­
te la comprensiôn de los anteriores hechos expérimenta­
les siguiendo fundamentalmente las hipôtesis del medelo 
concertado. En este modelo se élimina parcialmente el 
principio de mâxima conservaciôn de la simetrîa del mo­
delo concertado en base a los resultados obtenidos para 
algunas proteînas en disoluciôn que muestran que la exi£ 
tencia de cooperatividad negativa va ligada a una cier- 
ta asimetrîa estructural de la proteîna (131, 132). De- 
este modo y tan sôlo aceptando la presencia de un esta­
do conformacional enzimâtico con una parcial pérdida de 
simetrîa se puede explicar la coexistencia de ambos ti­
pos de cooperatividad, respetando los restantes postula 
dos del modelo concertado.
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Tanto el "modelo secuencial generalizado" 
como el "modelo pseudoconservativo" permiten la exis- 
tencia de mâs de una clase de sitios de uniôn, cada 
una de ellas con diferente afinidad hacia el ligando.
No ocurre as! con el modelo concertado.
II - Generaciôn de diferentes sitios de uniôn a travês 
de estados conformacionales enzimâticos interme- 
dios: Una formulaciôn alostérica para explicar los 
resultados expérimentales obtenidos con la fosfo- 
rilasa b
Esta formulaciôn alostérica puede ser consi- 
derada como una extensiôn del "modelo concertado" (12) 
que permite explicar las curvas que exhiben varias re 
giones de saturaciôn diferenciadas, al representar la 
funciôn de saturaciôn,Y , frente a la concentraciôn 
de ligando. Admite asimismo la coexistencia de coope­
ratividad positiva y negativa en el proceso de satura 
ciôn global de los sitios de uniôn especîficos de un 
ligando por êste. Es preciso seAalar que la reciente- 
ampliaciôn del "modelo concertado" hecha por Viratelle 
y Seydoux (130), conocida como"modelo pseudoconserva­
tivo" al igual que el "modelo secuencial generalizado" 
(14,15), permiten explicar las curvas de saturaciôn 
que muestran diferentes regiones en funciôn del log. 
de la concentraciôn o del log de la concentraciôn re-
ducida de ligando, pero no en funciôn de la concentra
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ciôn o concentraciôn reducida de ligando.
A.- Postulados bâsicos:
Si en una enzima se hallan présentes N-cla- 
ses de sitios de uniôn para un ligando que muestran 
cooperatividad positiva en el proceso de saturaciôn 
por dicho ligando, el comportamiento del sistema pue­
de ser interpretado considerando las siguientes hipô­
tesis de partida:
a) Para un oligômero de n-subunidades pue- 
den existir aparentemente N-clases de sitios de uniôn 
hacia un ligando, por monômero. El nûmero de sitios 
de uniôn équivalentes de cada tipo serân: a^.n donde 
a^ puede ser un nûmero entero (1, 2, .. j). Por tan­
ta, el nûmero total de sitios de uniôn de todas las 
clases en la enzima hacia el ligando es:
N
^ • T  a.
: f î
El coeficiente a^ no serâ igual a la unidad cuando 
exista cooperativdad entre mâs de n-centros de uniôn 
(por ejemplo: si se producen estados intermedios agr£ 
gados o pseudoagregados (vêase la discusiôn del apart. 
IV-4).
b) La enzima présenta entonces (N+1) estados 
conformacionales en equilibrio. No obstante, en ausen­
cia de ligando la situaciôn puede ser reducida a un
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simple equilibrio entre dos estados, resultando despre 
ciable la participacidn de los demâs equilibrios.
c) El equilibrio entre cada dos estados con 
formacionales consecutivos obedece al **modelo concerta 
do" de Monod, al menos para la fosforilasa b (12). Si­
guiendo la nomenclature ya cldsica, y son los es^  
tados enzimâticos en los que las afinidades de la cla*
ae de aitios i^ésima hacia el ligando es menor o mayor,
réàjpëdtivamente.
d) La "creacidn aparente" de una clase (i+1) 
de sitios exige la saturaciôn de la clase (i), de ma­
yor afinidad hacia el ligando, estabilizando asf un es^  
tado conformacional, que actûa simultanéamente
como respecto de la clase i-êsima de sitios y como
Ti^l, respecto de la clase (i+1) ésima.
Para describir los N-equilibrios posibles 
son precisos los siguientes parâmetros:
1) Las N constantes de equilibrio transconr
formacional : definidas como:o o o
(')Lo ■
2) Las 2N constantes intrînsecas de disocia 
ciôn del ligando de los distintos sitios de uniôn en 
los diferentes estados conformacionales:
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Ti T—  Rj
’^i-1
Ti ^  Ri
(i)kR Ri = Ti+1
^ N + l ^  *N+1
(N+1). (N+1)
T
Utilizando los parâmetros descritos, la fun 
ciôn de saturaciôn ( Y^) para un ligando puede escri- 
birse, siguiendo la terminologîa de Monod y col. (12):
Ÿ f  Ÿ, + fiŸ2 * f i V s   fw-1 Ÿn (D-1)
donde f.| fg .... f^_^ representan las fracciones de en
zima en las que se ha saturado completamente la prime­
ra, segunda ......(N-1) clase de sitios de uniôn, res-
pectivamente. Si la cooperatividad homotrôpica en el 
proceso de saturaciôn de las distintas clases de sitios 
es elevada los valores de f ( i  = 1, 2, .... (N-1))
serân muy similares a los correspondientes valores de 
Ÿ^, funciôn de saturaciôn de la clase i-ésima de sitios, 
ya que en este caso la poblaciôn de cada estado enzima 
tico cuya clase de sitios esté parcialmente saturada ha 
de ser minima. Podemos escribir entonces:
V  + V a  + •••+ Va-'- = ill ill (D-2)
l,a funciôn de saturaciôn, de cada clase de 
sitios puede ser calculada utilizando la ecuaciôn de Mo­
nod y col (12) que para el caso gene%*al de uniôn no-ex- 
clusiva del ligando adopta la forma:
donde es la funciôn de estado de la clase i-ôsima de 
sitios:
____________
(l+0iO<i)*'*i +(l+c<i)"*i
^i
y el factor jj se introduce para que sea Ytf 1, es
j&.*i
deoir, es un factor de normalizaciôn.
Sn esta ecuaciôn los diferentes valores de 
se refieren a los diferentes estados oonformacionales 
con màs elevada afinidad hacia los diferentes clases de 
sitios. SI coeficiente de uniôn no-exclusiva, C^, es:
y , es la concentraciôn reducida de ligan- 
do: (S)/
Las anteriores expresiones se simpllflcan 
enormemente si se considéra que la uniôn del ligando a 
las diferentes clases de sitios de uniôn es exclusiva. 
Entonces: y 0, Ademds, tan solo es
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preciso determinar las N constantes intrînsecas de di- 
sociaciôn a los diferentes estados R  ^ ^  X las N-con£
tantes de equilibrio transconformacional La fun­
ciôn de saturaciôn de la clase i-ésima de sitios 
viene dada por la siguiente ecuaciôn:
Ÿ. . a- “i  ^ . (D-S)
^  ^ "L + (l+aj)'**!
i=1
siendo Ti_ a una concentraciôn dada de ligando.
^i
La fig. 71 muestra los valores calculados para 
la funciôn de saturaciôn Ÿ en un sistema enzimâtico de 
dos subunidades (n«2) con dos clases de sitios de uniôn 
(N+2), para diferentes valores de los parâmetros ^^^L^
y En los dos casos: « 1. La representaciôn
grâflca de corresponde a dos equilibrios alostéricos 
entre très estados conformacionales, de acuerdo con lo 
establecido por el modelo de generaciôn de sitios de 
uniôn:
E, Eg ^----  E,
(1) (2) ’
Puede observarse en dicha figura 7l que un sistema con 
dos clases diferentes de sitios de uniôn a veces mues­
tra un comportamiento aparentemente idéntico al espera 
do para un sistema regido por el "modelo concertado", 
que exhibiera cooperatividad homotrôpica entre dos si-
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tios de uniôn idênticos e independientes (en este caso 
particular). Asî pues para distinguir clararoente en la 
funciôn de saturaciôn total las dos regiones que corre£ 
ponden a la saturaciôn de cada clase de sitios es prec^ 
so que:
<< que y sean elevadas y que
L. » ■
Este es el caso del sistema fosforilasa b - 
AMP y, dada la diferente alteraciôn relativa en la af^ 
nidad hacia sus dos tipos de sitios de uniôn por los 
sustratos, permite explicar el comportamiento cinético 
ajustable al modelo concertado de dicho sistema.
En general, el modelo propuesto posibilita la 
explicaciôn de curvas de saturaciôn que poseen regio 
nés con caracterlsticas sigmoideas e hiperbôlicas. La 
generaciôn de sitios de uniôn cuya saturaciôn exhiba 
caracterlsticas de cooperatividad negativa puede ser ex 
plicada fâcilmente considerando que el equilibrio entre 
algunos de los estados conformacionales enziméticos si­
gne el "modelo pseudoconservativo" (130).
La existencia de cooperatividad negativa es 
précisa una cierta asimetrîa molecular, que permite la 
subdivision de los n-sitios équivalentes de un oligôme­
ro en dos series de n sitios de uniôn équivalantes. Por
tanto, para un sistema de regiones que muestran ca-
Y; -
racterîsticas de cooperatividad positiva y negativa la 
funciôn de saturaciôn total de algunas clases de sitios 
puede ser expresada en la forma siguiente (130):
i f ,  (  I + « .  ) “ i , + d , o < , ) °  - " ' 2  + < ’ \ „ ( i  +  C . c < ,  '
En la expresiôn anterior se ha tenido en cuenta que la 
uniôn no es exclusiva al estado . En la ecuaciôn, d^, 
es una medida de la heterogeneidad de la uniôn del li­
gando al estado conformacional pseudoisôlogo (asimétri- 
co) y es igual a la relaciôn entre las constantes micro£ 
côpicas de disociaciôn del ligando a los sitios de mayor 
afinidad Y las constantes de disociaciôn del ligan
do de los sitios de menor afinidad (^^^k^l) del mismo 
estado conformacional (E^).
Las funciones de saturaciôn para el resto de 
los sitios pueden ser descritas utilizando las ecuacio- 
nes (D-3) (D-4), dadas para el modelo concertado.
El "modelo pseudoconservativo" puede abarcar 
tambiên la descripciôn de dos conjuntos de a^.n sitios- 
équivalentes de uniôn por oligômero (de n subunidades) 
(130). Asî, pues, utilizando la expresiôn dada por el 
"modelo pseudoconservativo" para la funciôn de satura­
ciôn pueden describirse todas las regiones de la curva 
de saturaciôn global, considerando que » 1, el mode-
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lo concertado.
B.- Consideraciones adicionales.
Quizâ sea preciso seftalar las dos importan­
tes diferencias existantes entre la formulaciôn alost£ 
rica propuesta y la de los modelos alostéricos usuales:
a) La aceptaciôn de n (n > 2) conformaciones 
enzimâticas astables termodinâmicamente en equilibrio.
b) La no necesidad de la presencia de todas 
las clases de sitios de uniôn ya preformados en la en­
zima, sino que las moléculas de efector participan, en 
alguna manera aûn no esclarecida, en la formaciôn de 
nuevos centres de uniôn.
La diferencia seAalada en el punto (a) es 
bastante lôgica, si se considéra desde un punto de 
vista termodinâmico el sistema 1 Lg a A do-enzima, ya 
que entre dos estados extremes de equilibrio del sis­
tema (por ejemplo, dimero en ausencia de ligando y te 
trâmero) es obligado considerar una serie de estados- 
intermedios cada une de elles mâs prôximo hl estado - 
de equilibrio final. Weber (133) présenta dos importan 
tes objeciones a los modelos alostéricos usuales: (1) 
desde un punto de vista termodinâmico estos modelos - 
realizan una gran simplificaciôn del problema (por otra 
parte, muy ûtil) al considerar sôlo dos estados confor 
macionales en equilibrio y (2) el concepto de equilibrio 
transconformacional, su implicaciôn tautomérica, hace
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olvidar la variable concentraciôn de enzima y, por 
-tantjQ, desvla.. la .ateacLôu- de los investigadores de 
los problemas de agregaciôn que, a veces y ^t ienen lu- . 
gar^.aunque sôlo saa aorno piasos. intermedios, en los - 
procesDs de. activaclôn enzimâtixia^ . Ambas, objeciones 
son-' replicadaa claramente • por la formulaciôn .propues­
ta. Sefialemos que, al- abolir la- segunda objeciôn,-el- 
estudio de la variable concentraciôn enzimâtica se im 
ponfa obviamente. Los resultados obtenidos ,. véase^ el-^ -- 
capîtulo V, muestran la enorme ,importancia de la *misma.< . 
Notemos. que-el hecho de haber sido: detectado s una se - ' 
.xie.de estados intermedios, termodinâmicamente estables 
en determinadas condiciones expérimentales, no-signifi 
ca que éstos sean los ûnicos-que adopta el sistema en- 
su desplazamiento desde el estado dimero en ausencia- de - 
ligando hasta el tetrâmero, sino que probablemente en — - 
1a s condi ci ones expérimentales.utilizadas y, por tanto^ 
no detectabl.es en los estados de microcalorimetrla- en-^  
el equilibrio realizadasv pero- tal vez posibles^.de de­
tect ar utili%ando_ otrasu_técnicas (fundamentalmente de- 
relarjaciôn quîmica) .
La presencia..de Gctos alostéricos-en'proteî 
nas monoméricas--es._un problema^lmportan.te_ para los mode^  
los• alostêrrcos_clâsi cos (134-137 ), E s tos ca sp ? anômalo s 
pueden ser explicados, al menos, de dos maneras diferen­
tes: - ■ .. • • ......  ^ ....
• 162 -
I) Suponiendo la existencia de efectos alo£ 
téricos intraraonoroéricos entre regiones proteînicas 
muy separadas.
II) Siguiendo la primera hipôtesis de nuestra 
formulaciôn, las interacciones alostéricas entre molé­
culas de enzima ensambladas dinâmicamente, denominadas 
"cuasi asociadas", tan sôlo necesitan que a. >1. Los - 
resultados dados con los sistemas nucleôtido-enzima e£ 
tudiados muestran este tipo de comportamiento.
La explicaciôn I sôlo puede ser entendida si 
las regiones interiores de la proteîna se ven afectadas 
por las interacciones alostéricas. Ello implicarîa una 
gran flexibilidad del "corazôn" de la proteîna, que - 
permitiera rotaciones o deformaciones de grandes enti- 
dades submonoméricas en la proteîna. Es realmente di- 
fîcil de aceptar tal comportamiento para proteînas gl£ 
bulares, elipsoidales o tipo varilla rîgida considérât 
do las propiedades fîsicas de éstas. A causa de que la 
mayor parte de las proteînas conocidas actualmente son 
de este tipo, esta explicaciôn poseerâ un margen de 
aplicaciôn muy escaso.
La explicaciôn II sôlo implica la participa- 
ciôn de la superficie enzimâtica o de regiones prôximas 
a ella. Por otra parte, los centros alostéricos suelen 
estar situados en la superficie enzimâtica, lo cual apo 
ya esta segunda explicaciôn.
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CONCLUSIONES
1. - Se ha desarroUado una formulaciôn alostérica basada en la 
"creaciôn aparente" de nuevas clases de sitios de uniôn a través 
de la estabilizaciôn de estados conformacionales enzimàticos in­
termedios.
2. - La fosforilasa b sufre una transiciôn conformacional depen- 
diente de la concentraciôn enzimâtica, que afecta a las dos cla­
ses de sitio de uniôn de A M P  y a los de fosfato. Se propone en
base a lo anterior el siguiente esquema cinético para explicar 
el comportamiento de la fosforilasa b.
Ej Ej ; = = ^  Eg 1/2 Q
I I
 E»2   1 'T
3. - En el esquema conformacional solo los estados E^ y Q  han 
de mostrar actividad catalftica, es decir, solo los sitios enzimà­
ticos de menor afinidad hacia A M P  son los que, en alguna mane­
ra no exactamente conocida, intervienen directamente, en el pro­
ceso catalftico,.
4. - La acciôn del A M P  sobre la enzima puede descomponerse en 
dos facetas independientes (una estructural y otra de acciôn directs, 
aunque no sencilla, sobre el mecanismo catalftico).
5. - A  la base pûrica de nucleôtido le corresponde el papel direc­
tor en la acciôn estructural de este sobre la enzima, en tanto que 
en la acciôn catalftica es el fosfato el grupo mas importante.
6. - El complejo (enzima-AMP) se estabiliza al adoptar el nucleô­
tido la conformaciôn syn, la cual se favorece en dicho complejo 
por quelaciôn de A M P  con M g  unido a la enzima.
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7. - Los sitios de uniôn de menor afinidad hacia A M P  (implicados 
en la câtalisis) y los de fosfato (solo aquellos cuya saturaciôn 
adquiere caracterlsticas de alta cooperatividad homotrôpica en 
presencia de glucôgeno) parecen hallarse muy prôximos en la 
superficie enzimâtica.
8. - La transiciôn conformacional enzimâtica inducida termica- 
mente, consiste en una transiciôn entre dos estados conformacio­
nales enzimàticos en disoluciôn, que pasan por un estado inter- 
medio e stable solo en un estrecho intervalo de temperature.
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